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Zusammenfassung
In Zeiten der aufstrebenden personalisierten Medizin ist die schnelle und zuverla¨ssige
Generierung von spezifischen Antiko¨rpern von besonderer Bedeutung - sei es zum
Zwecke der Forschung, der Diagnostik oder der Therapie. Auch fu¨r die Erforschung
der Proteomics, der Gesamtheit aller Proteine eines Organismus, sind spezifische
Antiko¨rper unabdingbar. Deren Generierung in vitro wird seit den 1990er Jahren
durch das Screenen von Antiko¨rper-Phagenbibliotheken im sogenannten Panning er-
folgreich durchgefu¨hrt. Verschiedene Faktoren wie die Antigenproduktion, die Anti-
genaufreinigung, der Verbrauch großer Mengen Antiko¨rper-Phagenbibliotheken und
der große manuelle Aufwand fu¨hren allerdings zu einer Limitierung dieser Methode
im Hochdurchsatz. Aus diesem Grund mu¨ssen neue Antiko¨rperselektionsstrategien
fu¨r Hochdurchsatzverfahren entwickelt und deren Realisierung systematisch getestet
werden. In dieser Arbeit wurde die etablierte Panningmethode mit scFv-Phagen-
bibliotheken auf immobilisiertem Antigen auf ihr Potential bezu¨glich der Minia-
turisierung analysiert. Zusa¨tzlich wurde die Protein-Microarraytechnologie in der
Arbeitsgruppe etabliert und ihre Limitierung fu¨r die Anwendung im Panning aufge-
zeigt. Als unabha¨ngige Technologie wurde eine Kombination aus Antiko¨rper-Phagen-
bibliotheken und Antigen-Zelloberfla¨chenbibliotheken entwickelt und das Potential
fu¨r Antigen-Antiko¨rper-Interaktionsstudien diskutiert. Im Rahmen dieser Arbeit
konnten so wichtige Vorarbeiten geleistet und Trends erfasst werden, die die Vi-
sion eines proteomweiten Antiko¨rperrepertoires in Zukunft ermo¨glichen ko¨nnen.
III
Summary
In the era of the upcoming personalized medicine the fast and reliable generati-
on of specific antibodies is of strong interest for research, diagnostics and therapy.
Furthermore, for additional investigations on proteomics, the entire set of prote-
ins produced by an organism, antibodies are indispensable, too. The generation of
which has successfully been established by in vitro panning of antibody phage libra-
ries since the early 1990s. However, various factors such as the production of target
antigenes, their purification, the need of large amounts of antibody phage libraries,
and the laborious process set limits to the method. Thus, new antibody selection
strategies for high throughput generation of antibodies need to be developed and
evaluated concerning their feasibility. In this study the established panning method
with scFv-phage libraries on immobilized antigene was systematically analyzed with
regard to its miniaturization scaling potential. In addition, epoxysilane based prote-
in microarrays were established in the research group and their limits for the use in
pannings were identified. As an independent technology, combinations of antibody
phage display with antigenes displayed on Escherichia coli surfaces were tested and
their potency as high throughput tool in antigen-antibody interaction studies was
evaluated. In summary, this study entails important preliminary work and covers
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Das Immunsystem schu¨tzt den Menschen vor eindringenden Krankheitserregern, so-
genannten pathogenen Organismen und Moleku¨len. Es besteht beim Menschen wie
bei allen ho¨heren Wirbeltieren aus der angeborenen und der adaptiven Immunant-
wort. Wa¨hrend die angeborene Immunantwort wenig spezifisch, genetisch festgelegt
und innerhalb von kurzer Zeit aktiv ist, ist die adaptive Immunantwort hoch spezi-
fisch, sehr anpassungsfa¨hig und komplex in der zeitlichen Auspra¨gung.
Bestandteile der adaptiven Immunantwort sind antigenpra¨sentierende Zellen, T-
und B-Lymphozyten und Antiko¨rper. Die Antiko¨rper, auch Immunglobuline (Ig)
genannt, sind von B-Lymphozyten gebildete Glykoproteine, die in Blut oder Lym-
phe sezerniert werden, dort hoch spezifisch an Pathogene binden und die humora-
le Immunantwort auslo¨sen. Diese fu¨hrt zu Neutralisierung oder Opsonisierung des
Pathogens, zur Aktivierung des Komplementsystems oder anderen Abwehrmecha-
nismen. Die spezifischen Geda¨chtniszellen bleiben nach Beka¨mpfung des Pathogens
erhalten, sodass im Falle eines erneuten Kontakts innerhalb kurzer Zeit eine spezi-
fische Reaktion mo¨glich ist [Murphy et al., 2009].
1.2 Antiko¨rperklassen
Die Grundstruktur aller Antiko¨rper bestehend aus vier Polypeptidketten ist kon-




Abbildung 1.1: Isotypen humaner Antiko¨rper (nach [Murphy et al., 2009])
Die humanen Antiko¨rper werden nach ihrer schweren Kette (grau unterlegt) in die fu¨nf
Isotypen IgM, IgD, IgG, IgE und IgA eingeteilt. Die schweren Ketten unterscheiden sich in
ihren konstanten Doma¨nen, ihren Disulfidbru¨cken und dem Glykosylierungsmuster.
menschlichen Immunglobuline IgA, IgD, IgE, IgG und IgM eingeteilt (siehe Ab-
bildung 1.1), die sich in ihren Disulfidbru¨cken, Glykosylierungen und konstanten
Doma¨nen unterscheiden. Damit vermittelt jeder Isotyp eine bestimmte Immunant-
wort [Murphy et al., 2009].
Den Hauptbestandteil der Immunglobuline im menschlichen Serum stellt mit ca.
80 % das Immunglobulin G (IgG) [Murphy et al., 2009]. Es handelt sich dabei um
ein Antiko¨rpermonomer, das aus jeweils zwei identischen schweren (H, heavy chain)
und zwei identischen leichten (L, light chain) Polypeptidketten besteht. Diese sind
u¨ber Disulfidbru¨cken miteinander verbunden, sodass ein Moleku¨l mit einer moleku-
laren Gesamtmasse von ca. 150 kDa entsteht. Dabei besitzt jede schwere Kette eine
molekulare Masse von ca. 50 kDa und jede leichte von ca. 25 kDa. Die schweren
Ketten bestehen aus einer N-terminalen variablen Region VH, an die sich die kon-
stante Doma¨ne CH1 anschließt (siehe Abbildung 1.2). Diese ist u¨ber die sogenannte
Hinge-Region durch Disulfidbru¨cken und starke hydrophobe Wechselwirkungen mit
den konstanten Doma¨nen CH2 und CH3 verknu¨pft. Die leichten Ketten bestehen




Neben der Einteilung in Doma¨nen wird ein IgG durch drei Fragmente beschrie-
ben (siehe Abbildung 1.2): das Fv-Fragment (fragment variable), das Fab-Fragment
(fragment antigen binding) und das Fc-Fragment (fragment crystallisable). Das Fv-
Fragment besteht aus den variablen Doma¨nen der leichten (VL) und der schweren
(VH) Kette und ist fu¨r die Antigenbindung verantwortlich. Die Spezifita¨t des An-
tiko¨rpers wird von drei hypervariablen Doma¨nen je Kette bestimmt (complementary
determining regions, CDRs ). Sie sind jeweils 3-20 Aminosa¨uren lang und werden von
den weniger variablen β-Faltblattstrukturen der Geru¨stregionen (framework regions)
eingerahmt. Diese stabilisieren die CDRs und sind ebenfalls an der spezifischen An-
tigenbindung beteiligt. Das Fab-Fragment besteht neben dem Fv-Fragment aus der
konstanten Doma¨ne der leichten Kette und der CH1-Doma¨ne der schweren Kette.
Das Fc-Fragment vermittelt die Effektorfunktion des Immunglobulins, indem es bei-
spielsweise die Bindung von Makrophagen an den Antiko¨rper ermo¨glicht oder das






















Abbildung 1.2: Schematischer Aufbau eines IgG-Antiko¨rpers
VL und VH: variable Doma¨nen der leichten und schweren Kette, CL und CH: konstante
Doma¨nen der leichten und schweren Kette, Fv-Fragment: fragment variable, Bereich der
Antigenbindung, Fab-Fragment: fragment antigen binding, Fc-Fragment: fragment cristal-





Je nach Anwendungsziel ko¨nnen anstatt kompletten Antiko¨rpern auch nur Anti-
ko¨rperfragmente eingesetzt werden. Wa¨hrend Fab’2 -und Fab-Fragmente durch en-
zymatischen Verdau von IgGs gewonnen werden ko¨nnen, ist die Herstellung der
meisten Antiko¨rperfragmente nur rekombinant und mithilfe gentechnischer Metho-
den mo¨glich [Murphy et al., 2009]. Dabei ko¨nnen diese zum Beispiel mit unterschied-
lich flexiblen Linkern verbunden, mit anderen Proteinen oder Toxinen fusioniert oder
fu¨r eine anschließende Reinigung mit tags versehen werden.
Eines der kleinstmo¨glichen und am ha¨ufigsten genutzten Antiko¨rperformate ist der
scFv (single chain fragment variable). Dabei handelt es sich um ein Fv-Fragment,
bei dem die variablen Doma¨nen der schweren (VH) und leichten Kette (VL) u¨ber
einen flexiblen, 15-20 Aminosa¨uren langen Peptidlinker miteinander verbunden sind
(siehe Abbildung 1.3) [Huston et al., 1993, Freund et al., 1993, Bird et al., 1988].
Damit ist die notwendige Information zur Antigenbindung auf ein Minimum redu-
ziert [Chaudhary et al., 1989]. Obwohl beide Orientierungen der variablen Doma¨nen
(VH-Linker-VL oder VL-Linker-VH) fu¨r die Konstruktion von scFvs mo¨glich sind,
gibt es keine allgemeine Regel, welche in Bezug auf Expression und Affinita¨t besser
ist [Breitling & Du¨bel, 1997].
Fu¨r viele Anwendungen eignen sich die scFvs aufgrund ihrer geringen Gro¨ße. Im
Vergleich zu kompletten IgGs weisen sie eine verbesserte Penetration von soliden
Tumoren auf [Yokota et al., 1992]. Zudem haben scFvs eine stark reduzierte Se-
rumhalbwertszeit, da sie aufgrund ihres geringen molekularen Gewichts schneller
u¨ber die Nieren ausgeschieden werden (renal clearance) [Colcher et al., 1998, Hu-
ston et al., 1993]. Das scFv-Format kann auch fu¨r verschiedene Anwendungen von
Vorteil sein, bei denen die Effektorfunktion eines Antiko¨rpers fu¨r die Anwendung

















Abbildung 1.3: Schematische Darstellung von scFv und scFv-Fc-Antiko¨rpern
Fv-Fragmente von Antiko¨rpern ko¨nnen u¨ber flexible Peptid-Linker zu single chain (sc)-Fv-
Fragmenten verbunden werden. Durch die Fusion mit CH2 und CH3 ko¨nnen IgG-a¨hnliche
scFv-Fc-Fusionen generiert werden, die die scFvs um eine Effektorfunktion erweitern.
Ein weiterer Vorteil bei der Herstellung von scFvs ist die Mo¨glichkeit, sie in Prokaryo-
ten, meist in Gram-negativen Bakterien wie E. coli [Duen˜as et al., 1994, Chaudhary
et al., 1989] zu produzieren. Neben der kostengu¨nstigen Kultivierung der bakteriel-
len Wirtszellen sind hohe Produktausbeuten durch periplasmatische Expression zu
erreichen [Plu¨ckthun, 1991, Miethe et al., 2013]. Antiko¨rperfragmente ko¨nnen zudem
mit Radionukleotiden, Zytokinen, Wirkstoffen oder Enzymen fusioniert [Sharkey &
Goldenberg, 2006, Teicher & Chari, 2011] oder zu bi- oder multivalenten, hochaffi-
nen Fusionen mit optimierten pharmakokinetischen Eigenschaften erweitert werden.
Dadurch entstehen weitere Anwendungsmo¨glichkeiten in Forschung, Diagnostik und
Therapie [Du¨bel et al., 2004]. So kann ein scFv u¨ber die Hinge-Region mit einem Fc-
Teil fusioniert werden, wenn es um eine Effektorfunktion erweitert werden soll (siehe
Abbildung 1.3). Dabei entsteht ein bivalenter, IgG-a¨hnlicher scFv-Fc Antiko¨rper,
dessen Produktion wegen der hohen Komplexita¨t und der posttranslationalen Mo-
difikationen effizient nicht in prokaryotischen, sondern nur in eukaryotischen Zellen
stattfinden kann [Schirrmann et al., 2008, Owens & Young, 1994].
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1.4 Generierung von Antiko¨rpern
Grundsa¨tzlich werden polyklonale und monoklonale Antiko¨rperpra¨parationen un-
terschieden, wobei polyklonale Antiko¨rper auf mehreren B-Lymphozyten basieren
und monoklonale Antiko¨rper auf einen Klon zuru¨ckzufu¨hren sind. Polyklonale An-
tiko¨rper werden seit mehr als 120 Jahren durch Immunisierung von Tieren gewonnen
und gezielt in der Behandlung von Infektionskrankheiten eingesetzt [von Behring &
Kitasato, 1890]. Dabei sind die gewonnenen Seren stark chargenabha¨ngig und nicht
definierbar, da das Immunsystem eines jeden Lebewesens andere Immunreaktionen
zeigt.
Ein wesentlicher Schritt fu¨r die Arbeit mit Antiko¨rpern war die Entwicklung der
Hybridomtechnik in den 1970ern. Damit entstand die Mo¨glichkeit, monoklonale
Antiko¨rper zu gewinnen [Ko¨hler & Milstein, 1975]. Die Antiko¨rper-produzierenden
Milzzellen werden dabei in vitro mit immortalen Myelomzellen fusioniert, die dann
unter kontrollierten Bedingungen monoklonale Antiko¨rperchargen produzieren. Heut-
zutage ko¨nnen durch den Einsatz transgener Ma¨use mithilfe der Hybridomtechnik
sogar humane Antiko¨rper hergestellt werden [Jakobovits, 1995], doch spielen bei
dieser Methode ethische Bedenken stets eine Rolle. Außerdem sto¨ßt die Methode
spa¨testens dann an ihre Grenzen, wenn toxische oder in der Phylogenetik konser-
vierte Substanzen zur Immunisierung eingesetzt werden sollen [Winter & Milstein,
1991]. Diese methodisch und zeitlich aufwendige Methode wurde Mitte der 1980er
Jahre durch die Arbeiten von Smith [Smith, 1985] um die Phagendisplaytechnolo-
gie erga¨nzt, womit es mo¨glich wurde, monoklonale Antiko¨rper in vitro aus einem
humanen Genrepertoire zu generieren [Owens & Young, 1994, Breitling & Du¨bel,





Bakteriophagen sind Viren, die ausschließlich Bakterien infizieren. Der Bakterio-
phage M13 ist wirtsspezifisch fu¨r F-Pilus tragende E. coli -Zellen und to¨tet diese
im Gegensatz zu lytischen Phagen nicht ab, sondern vermindert nur ihre Wachs-
tumsrate um ca. 50 % [Barbas et al., 2001]. Dabei werden pro Zellzyklus ca. 200
Phagenpartikel freigesetzt. Das Phagengenom ist einzelstra¨ngige zirkula¨re DNA von
etwa 6,5 kb und besteht aus 11 Genen: 3 fu¨r die Replikation, 3 fu¨r die Verpackung
des Phagen und 5 fu¨r Hu¨llproteine (pIII, pVI–pIX). Es ist verpackt in einer ca. 800–
2000 nm langen und ca. 6 mm breiten tubula¨ren Struktur [Marvin, 1998] aus dem
Haupthu¨llprotein pVIII mit ca. 2700 Kopien. Die Infektion von E. coli -Zellen durch
M13-Phagen ist ein mehrstufiger Prozess, der durch das pIII des Phagen, den bak-
teriellen F-Pilus und die E. coli -Membranproteine TolQRA vermittel wird [Russel
et al., 1988, Karlsson et al., 2003]. Eine schematische Darstellung des Bakteriophagen















Abbildung 1.4: Schmatische Darstellung von Bakteriophage M13
Protein pVIII bildet den Hauptbestandteil der Phagenhu¨lle. Die anderen Proteine liegen
in drei- bis fu¨nffacher Kopie vor. Das Phagengenom besteht aus zirkula¨rer, einzelstra¨ngiger
DNA, hat eine Gro¨ße von etwa 6,5 kb und kodiert fu¨r insgesamt 11 Gene.
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Die Funktionalita¨t des Phagen-Displays in der Antiko¨rpergenerierung beruht auf
der Verbindung von Geno- und Pha¨notyp [Smith, 1985]. Dafu¨r werden scFv-Gene
N-terminal an das Gen des Bakteriophagen-M13-Hu¨llproteins pIII fusioniert, sodass
sie als Fusionsprotein auf der Oberfla¨che des Phagen pra¨sentiert werden [McCafferty
et al., 1990, Barbas et al., 1991]. Die Fusion wird entweder direkt im Phagengenom
[McCafferty et al., 1990] oder auf einem separaten Phagendisplay-Plasmid, dem so-
genannten Phagemid, generiert.
Phagemide enthalten neben den fu¨r die Replikation und Selektion in E. coli notwen-
digen Elementen auch ein Signalpeptid fu¨r die Sekretion des Antiko¨rperfragments
in das Periplasma, um die korrekte Faltung unter nicht-reduzierenden Bedingungen
zu gewa¨hrleisten [Skerra & Plu¨ckthun, 1988]. Das Phagemid wird nach der Infektion
einer E. coli -Zelle autonom repliziert und anschließend durch einen Helferphagen in
Phagenpartikeln verpackt [Barbas et al., 1991, Vieira & Messing, 1987]. Der Helfer-
phage M13K07 tra¨gt eine Mutation im Replikationsursprung des Genoms, wodurch
das Phagemid bevorzugt verpackt wird [Vieira & Messing, 1987].
Wa¨hrend die Verpackung mit M13K07 lediglich in 1–10% der Phagen zu einem
Display der scFvs fu¨hrt, erzielt der sogenannte Hyperphage ein polyvalentes Dis-
play, da in diesem Helferphagen die genetische Information fu¨r das Wildtyp-pIII
deletiert ist [Rondot et al., 2001]. Bei der Infektion spezieller Suppressorsta¨mme ist
es zudem mo¨glich, durch ein amber stop codon zwischen scFv-Gen und gIII sowohl
scFv-pIII-Fusionen fu¨r den Einbau in Phagen, als auch lo¨sliche scFvs zu produzie-
ren. Die Expression ist dabei durch einen induzierbaren Promotor (PlacZ) steuerbar
[Breitling & Du¨bel, 1997]. Die Genkarte des in dieser Arbeit verwendeten Phagemids
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Abbildung 1.5: Schematische Darstellung des Phagemids pHAL14 (modifiziert
nach [Hust et al., 2011])
Das scFv-pIII-Fusionsprotein ist auf dem Phagemid pHAL14 kodiert. PlacZ : induzierba-
rer lacZ-Promotor; RBS: Ribosomen-Bindungsstelle; pelB: Gen des Signalpeptids; VH: Gen
der schweren Kette des scFv; VL: Gen der leichten Kette des scFv; tags: fu¨r die Reini-
gung und Detektion des scFv-Fragments; amber stop: UAG; ochre stop: UAA; gIII: Gen des
Phagen-Hu¨llproteins pIII; ColE1: Replikationsursprung fu¨r E. coli ; M13 ori: Signal fu¨r die
Phagen-Verpackung; bla: β-Lactamase-Gen als Selektionsmarker; NcoI/HindIII/MluI/NotI:
Klonierungsstellen.
Die scFv-Phagenbibliotheken ko¨nnen eine theoretische Diversita¨t von 1011 erreichen
[Sblattero & Bradbury, 2000] und werden nach dem Ursprung der pra¨sentierten
Antko¨rperfragmente in Immunbibliotheken [Clackson et al., 1991], na¨ıve [de Haard
et al., 1999], semi-synthetische [Pini et al., 1998] und synthetische Bibliotheken [Ha-
yashi et al., 1994] unterteilt. Zur Zeit befinden sich mehrere aus Phagenbibliotheken




1.5.2 Panning mit scFv-Phagenbibliotheken
Aus scFv-Phagenbibliotheken ko¨nnen spezifische Antiko¨rperfragmente im sogenann-
ten
”
Panning“ selektiert werden [Parmley & Smith, 1988]. Dafu¨r wird das Antigen
auf einer Oberfla¨che immobilisiert und anschließend mit der scFv-Phagenbibliothek
inkubiert. Durch gru¨ndliches Waschen werden ungebundene oder schwach gebunde-
ne scFv-Phagen entfernt, sodass die Zahl unspezifischer scFv-Phagen reduziert wird.
Die verbliebenen Phagen werden von dem immobilisierten Antigen eluiert. Dies kann
sowohl durch Verschiebung des pH-Wertes, durch eine Erho¨hung der Salzkonzentra-
tion oder enzymatisch mit Trypsin erfolgen. Bakteriophagen selbst sind gegenu¨ber
Trypsinverdau resistent [Breitling & Du¨bel, 1997], sodass ausschließlich der scFv an
einer Trypsinbindestelle vom pIII abgetrennt wird.
Mit den eluierten Phagen werden E. coli -Zellen infiziert und durch die anschlie-
ßende Infektion mit Helferphagen neue scFv-Phagen produziert. Diese werden fu¨r
die na¨chste Selektionsrunde eingesetzt, sodass im Laufe von zwei bis vier Panning-
Runden spezifische scFv-Phagen angereichert und unspezifische immer mehr dezi-
miert werden. Zum Screening von potentiellen Bindern werden Klone der letzten
Panningrunde vereinzelt, die scFvs lo¨slich in E. coli produziert und im monoklona-
len ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) auf ihre Wechselwirkung mit dem
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Abbildung 1.6: Selektion von scFvs mittels Phagendisplay (modifiziert nach
[Hust et al., 2011])
Die scFv-Phagenbibliothek wird mit dem immobilisierten Antigen inkubiert. Nach Entfer-
nung unspezifisch gebundener Phagen durch Waschen werden die scFv-Phagen eluiert und
durch Reinfektion von E. coli und Coinfektion mit Helferphagen amplifiziert und fu¨r die
na¨chste Panningrunde eingesetzt. Nach der dritten Panningrunde erfolgt die Identifikation
potentieller Binder nach Produktion von lo¨slichen scFvs im Screening-ELISA.
1.6 Protein-Microarrays
Die Idee des Protein-Microarrays wurde bereits 1983 vorgestellt [Chang, 1983] und
entstand in Anlehnung an den DNA-Microarray, bei dem definierte Gensequenzen
gespottet und in der Genexpressionsanalyse zum Beispiel fu¨r die Bestimmung von
Tumormarkern [Koga et al., 2014], Autoimmunerkrankungen [Moser et al., 2004],
und Infektionskrankheiten [Donatin & Drancourt, 2012] genutzt werden.
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Beim Protein-Microarray werden Proteine als mikroskopisch kleine Tropfen (spots)
auf einem Tra¨gerchip aus Glas oder Kunststoff in genauer Anordnung einer dichten
Matrix immobilisiert. Dabei ko¨nnen Spotdichten von u¨ber 23.000 Spots/Array er-
reicht werden [Diehnelt et al., 2010], sodass Protein-Microarrays ein vielversprechen-
des proteomisches Werkzeug zur Analyse der Wechselwirkungen zwischen Proteinen
im Hochdurchsatz sind.
Besonders hilfreich ist die Anwendung auch zur parallelen Analyse der Kreuzre-
aktivita¨t von Antiko¨rpern gegen eine Vielzahl von Antigenen [Predki et al., 2005].
Die ha¨ufigste Anwendung ist vergleichbar mit einem ELISA im verkleinerten For-
mat, wobei die Vorteile der Miniaturisierung und Automatisierung mit der Verrin-
gerung des Antiko¨rper- und Reagenzienbedarfs und des Nachweises niedrigster Kon-
zentrationen von Biomarkern einhergehen [Haab et al., 2001]. Die Auswertung muss
dafu¨r ein hohes Signal-Hintergrund-Verha¨ltnis sicherstellen und basiert meist auf
Fluoreszenzmarkierung, die sehr sensitiv und kompatibel mit den DNA-Microarray-
Auslesegera¨ten ist. De Wildt et al. haben den Protein-Microarray im Jahr 2000 auch
als neue Technik fu¨r das Hochdurchsatzscreening von rekombinanten Antiko¨rpern
publiziert [de Wildt et al., 2000] und damit einen wichtigen Schritt fu¨r die Proteom-
forschung geleistet, da die Analyse von Kreuzreaktivita¨t, Spezifita¨t und auch das
Epitopmapping in bisher nicht erreichten Durchsa¨tzen mo¨glich wurde.
Bei der Herstellung und Nutzung von Protein-Microarrays mu¨ssen besonders zwei
Parameter beachtet werden. Zum einen du¨rfen Oberfla¨che und Immobilisierungs-
methode nicht die Sekunda¨r- und Tertia¨rstruktur der Proteine und damit ihre bio-
logische Aktivita¨t vera¨ndern, zum anderen sind Proteine sehr empfindlich gegen
Umwelteinflu¨sse. Diese Herausforderungen treffen nicht fu¨r DNA-Microarrays zu, da
DNA hochstabil und im Vergleich zur Variabilita¨t von Proteinen strukturell extrem
konserviert ist. Protein-Microarrays werden aus diesem Grund ha¨ufig mit zellfreien
Proteinexpressionssystemen direkt auf der Arrayoberfla¨che synthetisiert, Beispiele
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dafu¨r sind PISA (protein in situ array)[He & Taussig, 2001], DAPA (DNA array
to protein array)[He et al., 2008] und NAPPA (nucleic acid programmable protein
array)[Miersch & LaBaer, 2011].
1.7 Proteomics
Das menschliche Genom, die Gesamtheit aller Gene, ist vollsta¨ndig sequenziert [Le-
vy et al., 2007, Wheeler et al., 2008]. Es kodiert fu¨r 20.000–25.000 Proteine. Durch
alternatives mRNA-Splicing und posttranslationale Modifikationen wie Phospho-
rylierung oder Ubiquitinylierung ist die Gesamtzahl humaner Proteine allerdings
vermutlich um ein Mehrfaches gro¨ßer [Harrison et al., 2002]. Daru¨ber hinaus ist
das Proteom eines Organismus nicht statisch wie das Genom, sondern a¨ndert sich
entsprechend des Zellzyklus und der Umgebungsparameter. Fu¨r die Bestimmung
von Lokalisierung und Funktion der Proteine, also die Entschlu¨sselung des huma-
nen Proteoms, sind Antiko¨rper unabdingbar. Aus diesem Grund wurden zahlreiche
Vereinigungen gegru¨ndet, die sich der Erforschung und Koordination im Bereich der
Proteomics widmen. Ein Beispiel ist die European Proteomics Association (EuPA),
die seit 2005 die Aktivita¨ten von 19 nationalen Proteomics-Verba¨nden koordiniert.
Auch im Forschungsrahmenprogramm (FRP) der Europa¨ischen Kommission ist die
Proteomforschung durch Projekte wie Affinomics, AffinityProteome und Proteome-
Binders festgeschrieben [Europa¨ische Kommission, 2010].
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2 Zielsetzung
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Weiterentwicklung des Pannings mit scFv-Phagen-
bibliotheken, um die Selektion von spezifischen Antiko¨rpern im Hochdurchsatzver-
fahren zu ermo¨glichen. Dafu¨r soll zuna¨chst auf Grundlage der etablierten Panning-
methode das Potential bezu¨glich der Miniaturisierung experimentell bestimmt wer-
den. Als neue Methode soll das Panning auf Microarrays hinsichtlich der Antigen-
bindungseigenschaften und der technischen Realisierbarkeit untersucht werden. Nach
der eingehenden Charakterisierung der dabei generierten Antiko¨rper bezu¨glich Sen-
sitivita¨t und Spezifita¨t sollen diese fu¨r die Entwicklung und Etablierung eines System
eingesetzt werden, bei dem Antigene auf der Oberfla¨che von Escherichia coli -Zellen
pra¨sentiert werden, um Alternativen zu Antigenproduktion, Antigenreinigung und
Immobilisierung aufzuzeigen .
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Corning, New York (USA)




96-Well Mikrotiterplatte Streptavidin Nunc, Wiesbaden
Combitips plus (1–50 mL) Eppendorf, Hamburg
Erlenmeyerkolben (Einweg) Corning, New York (USA)
Filter Minisart 0,2 / 0,45 µm Sartorius Stedim Biotech, Melsungen
Filter Prefilter Glasfibre Sartorius Stedim Biotech, Melsungen
Filterpapier (3 mm) BioRad, Hercules (USA)
Halbmikroku¨vetten 1,5 mL Brand, Wertheim
Impfo¨sen (Einweg), steril VWR, Darmstadt
Kanu¨len B. Braun, Melsungen
Klebefolien, luftdurchla¨ssig Excel Scientific, Wrightwood (USA)
Klebefolien, nicht luftdurchla¨ssig Excel Scientific, Wrightwood (USA)
15
3 Material und Methoden
Tabelle 3.1: Verbrauchsmaterial (fortgesetzt)
Material Hersteller
Mikro-Schraubro¨hrchen 2 mL PP Sarstedt, Nu¨mbrecht
Nexterion SlideE Objekttra¨ger Schott, Tempe (USA)
Replikator MaxiSorp Nunc-TSP VWR, Darmstadt
Parafilm American National Can, Chicago
(USA)
PCR-Reaktionsgefa¨ß Sarstedt, Nu¨mbrecht
Petrischalen 20 cm Greiner Bio-one, Frickenhausen
Petrischalen 9 cm Greiner Bio-one, Frickenhausen
Pin-Mikrotiterplatte Immuno-TSP Nunc, Wiesbaden
Pipetten (Einweg) 2-25 mL Corning, New York (USA)
Pipettenspitzen (mit Filter) Sarstedt, Nu¨mbrecht
Pipettenspitzen (ohne Filter) Greiner Bio-one, Frickenhausen
PVDF-Membran T830.1 Carl Roth, Karlsruhe
Reaktionsgefa¨ß 1,5 / 2 mL Sarstedt, Nu¨mbrecht
Reaktionsgefa¨ß 15 mL / 50 mL Corning, New York (USA)
Spatel (Einweg), steril VWR, Darmstadt




Blot–Apparatur Trans-Blot SD Semi–Dry
Transfer Cell
Bio-Rad, Mu¨nchen
Chromatographieanlage A¨kta purifier GE Healthcare, Mu¨nchen
Profinia Purification GE Healthcare, Mu¨nchen
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Tabelle 3.2: Laborgera¨te (fortgesetzt)
Gera¨t Bezeichnung Hersteller




Mini Protean II Bio-Rad, Mu¨nchen
PerfectBlue Gelsystem Peqlab, Erlangen
ELISA–Reader Sunrise Tecan, Crailsheim
ELISA–Washer Columbus Plus Tecan, Crailsheim
HydroSpeed Tecan, Crailsheim
Exsikkator SICCO Star Bohlender, Gru¨nsfeld
Filtrationssystem Nalgen ThermoFisherScientific,
Offenbach
Geldokumentation Gel Jet Imager Intas, Go¨ttingen
Blotinkubator SNAPi.d. Merck, Darmstadt
Inkubatoren Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg
Certomat BS–1 Braun, Melsungen






Typ BE400 Memmert, Schwabach
Lichtmikroskop Leitz Diavert Leitz, Wetzlar
Microarray-Handspotter MicroCaster GE Healthcare, Mu¨nchen
Microarray-Scanner GenePix 4100A Molecular Devices, Sun-
nyvale (USA)





3 Material und Methoden
Tabelle 3.2: Laborgera¨te (fortgesetzt)
Gera¨t Bezeichnung Hersteller
PCR-Gera¨t Thermocycler C1000 BioRad, Hercules (USA)
pH-Meter CG810 Schott, Mainz
Photometer NanoDrop ND–1000 Peqlab, Erlangen
WPA CO8000 Biochrom Ltd, Cambridge
(Großbritannien)
Pipetten Research Eppendorf, Hamburg
Biohit e1200 Biohit, Helsinki (Finn-
land)
Pipettierhilfe Accu-jet Brand, Wertheim
Reinstwasseranlage Arium 611 Sartorius, Go¨ttingen
Rotoren SS34 ThermoFisherScientific,
Offenbach
F9S FIBERLite, Santa Clara
(USA)
F12S FIBERLite, Santa Clara
(USA)






LaminAir HLB 2472 Heraeus, Braunschweig
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, New
York (USA)
Thermocycler PTC–200 MJ Research, Waltham
(USA)
Waagen Laboratory LC 6200 D Sartorius, Go¨ttingen
E 1200 S Sartorius, Go¨ttingen
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Tabelle 3.2: Laborgera¨te (fortgesetzt)
Gera¨t Bezeichnung Hersteller
Waagen A 120 S Sartorius, Go¨ttingen
Wippe GLF 3013 Omnilab, Bremen
Zentrifugen 5415 D Eppendorf, Hamburg
5810 R Eppendorf, Hamburg
Heraeus Multifuge 3 S–R Thermo Fisher Scientific,
Offenbach
Sorvall RC5B Plus Thermo Fisher Scientific,
Offenbach
Sorvall RC6 Plus Thermo Fisher Scientific,
Offenbach
Sprout Heathrow Scientific, Illi-
nois (USA)
Biofuge fresco Heraeus, Braunschweig
3.1.3 Chemikalien
Die verwendeten Chemikalien entsprachen dem Reinheitsgrad p.a. und wurden, so-
fern nicht anders vermerkt, von den Firmen AppliChem (Darmstadt), Carl Roth
(Karlsruhe), GE Healthcare (Mu¨nchen), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Merck
(Darmstadt), Riedel-de Ha¨en (Sarstedt), Roche (Mannheim), Fluka/Sigma-Aldrich
(Neu- Ulm) und Serva (Heidelberg) bezogen.
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3.1.4 Allgemeine Lo¨sungen
Alle Puffer und Lo¨sungen wurden mit vollentsalztem Wasser aus einer Reinstwas-
seranlage (Sartorius, Go¨ttingen) hergestellt.
Tabelle 3.3: Lo¨sungen und Puffer
Bezeichnung Komponente Konzentration
Allgemeine Lo¨sungen
Glycerin Glycerin, steril 80 % (v/v)













5xElutionspuffer pH 3,0 Natriumcitrat 500 mM
2xReinigungslo¨sung pH 8,0 Natriumchlorid 1 M
Tris 100 mM




Benzylalkohol 4 % (v/v)
1xLagerungslo¨sung
(Protein-A Sa¨ule)
Ethanol 20 % (v/v)
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Tabelle 3.3: Lo¨sungen und Puffer (fortgesetzt)
Bezeichnung Komponente Konzentration
Agarose-Gelelektrophorese
Agarose 0,7-2 % (w/v)








Entfa¨rbelo¨sung Essigsa¨ure 10 % (v/v)
Fa¨rbelo¨sung Coomassie Brilliant Blue GLR-
250
0,05 % (w/v)
Essigsa¨ure 10 % (v/v)
Isopropanol 25 % (v/v)
ELISA
Blocklo¨sung Milchpulver 2 % (w/v)
PBST 1x
BSA BSA (Serva) 2 % (w/v)
Substratlo¨sung (TMB) Lo¨sung A 95 % (v/v)
Lo¨sung B 5 % (v/v)
Lo¨sung A pH 4,1 Kaliumcitrat-Monohydrat 30 mM
Zitronensa¨ure 50 mM
Lo¨sung B TMB 1 mM
Aceton 10 % (v/v)
Ethanol 90 % (v/v)
Wasserstoffperoxid 0,3 % (v/v)
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Tabelle 3.3: Lo¨sungen und Puffer (fortgesetzt)
Bezeichnung Komponente Konzentration
Stopplo¨sung Schwefelsa¨ure 1 N
Gro¨ßenausschlusschromatographie
Laufpuffer PBS 1x





Dimethylformamid 100 % (v/v)
Blocklo¨sung Milchpulver 2 % (w/v)
PBST 1x
NBT-Lo¨sung Dimethylformamid 70 % (w/v)
NBT 3,0 % (w/v)
Substratpuffer pH 9,5 Tris HCl 100 mM
Magnesiumchlorid 0,5 mM
Membranisolation von E. coli
Aprotininlo¨sung Aprotinin 10 mg/mL
DNase I-Lo¨sung DNase I 1 mg/mL
EDTA-Lo¨sung EDTA 10 mM
Extraktionspuffer Triton X 100 2 %
Tris/HCl 50 mM
MgCl2 10 mM
Lysozym-Lo¨sung Lysozym 10 mg/mL
Resuspensionspuffer Tris/HCl pH 8 200 mM
Saccharoselo¨sung Saccharose 1 M
Trypsinlo¨sung Trypsin 2,5 %
Aktivierungslo¨sung Calciumchlorid 1M
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Tabelle 3.3: Lo¨sungen und Puffer (fortgesetzt)
Bezeichnung Komponente Konzentration
PCR
dNTPs Fermentas, St. Leon-Rot 10 mM
Panning
Blocklo¨sung Milchpulver 2 % (w/v)
PBST 1x
Blocklo¨sung Array Ethanolamin 50 % (v/v)
Phagenfa¨llung PEG 6000 20 % (w/v)
NaCl 2,5 M
Phagenpuffer pH 7,5 Tris-HCl 10 mM
NaCl 20 mM
EDTA 2 mM
Pra¨inkubationslo¨sung Milchpulver 1 % (w/v)
BSA 1 % (w/v)
PBST 1 x; 0,1 %
Trypsin-Lo¨sung Trypsin 10 µg/mL
PBS 1x
Sa¨ugerzellkultur-Lo¨sungen
PEI Polyethylenimin linear 25 kDa
(Polysciences)
1 g/l
Trypanblau-Fa¨rbelo¨sung Trypanblau 0,1 % (w/v)
PBS 1 x
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Acrylamidmix Acrylamid 30 % (w/v)
Bisacrylamid 0,8 % (w/v)
APS-Lo¨sung Ammoniumpersulfat 10 % (w/v)
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Tabelle 3.3: Lo¨sungen und Puffer (fortgesetzt)
Bezeichnung Komponente Konzentration
Laemmli-Puffer (5x) (ß-Merkaptoethanol) 15 % (v/v)
Bromphenolblau 0,02 % (w/v)
Glycerin 50 % (v/v)
SDS 10 % (w/v)
Laufpuffer mit SDS pH 8,3 Glycin 192 mM
SDS 0,1 % (w/v)
Tris HCl 25 mM
Protein-Massenstandard Precision Protein ladder AllBlue und Un-
stained
SDS-Lo¨sung SDS 10 % (w/v)
Tris HCl-Lo¨sung pH 6,8
(Sammelgel)
Tris HCl 1 M
Tris HCl-Lo¨sung pH 8,8
(Trenngel)
Tris HCl 1,5 M
Western Blot
Laufpuffer pH 8,3 Glycin 192 mM
Tris HCl 25 mM
3.1.5 Na¨hrmedien und Supplemente
Tabelle 3.4: Na¨hrmedien und Supplemente
Medium/Supplement Komponente Konzentration
Kultivierung von Escherichia coli
2xYT Agar Bacto-Agar in 2xYT Medium 1,5 % (w/v)
2xYT Medium (pH 7,0) Bacto-Hefeextrakt 1,0 % (w/v)
Bacto-Trypton 1,6 % (w/v)
Natriumchlorid 0,05 % (w/v)
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Tabelle 3.4: Na¨hrmedien und Supplemente (fortgesetzt)
Medium/Supplement Komponente Konzentration
2xYT-G-X Medium 2xYT Medium (pH 7,0) -
Antibiotikum X 1x
Glukose 100 mM
Ampicillin (1000x) 100 g/L
Glukoselo¨sung (20x) 2 M
IPTG-Lo¨sung (20.000x) 1 M
Kanamycin (1000x) 50 g/L
LB Medium Bacto-Hefeextrakt 5 g/L
Bacto-Trypton 10 g/L
Natriumchlorid 10 g/L
SOC Medium Bacto-Hefeextrakt 0,5 % (w/v)
Bacto-Trypton 2,0 % (w/v)
Natriumchlorid 0,005 % (w/v)
Magnesiumchlorid 20 mM
Glukose 20 mM
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Tabelle 3.5: Software und Datenbanken
Software/Datenbank Anwendung/Referenz
Geneious Erstellen von Vektorkarten, Auswer-
tung von Sequenzierungen; Biomatters,
Auckland (Neuseeland)
Genepix Pro 6 Auswertung von Microarrays; Molecu-
lar Devices, Sunnyvale (USA)
LibreOffice 4.2 Zeichnungen, Protokolle; The Docu-
ment Foundation, Berlin
Mendeley Desktop Literaturverwaltung; Mendeley Ltd.,
London (UK)
26
3 Material und Methoden





NCBI Datenbank fu¨r Gen- und Proteinse-
quenzen; http://www.ncbi.nlm.nih.gov
Prism 6 Diagramme; GraphPad Software, La
Jolla (USA)




VBASE2 Analyse von Antiko¨rpersequenzen;
[Retter et al., 2005]
(http://www.vbase2.org)
Vector NTI Suite 10 Erstellen von Vektorkarten; Thermo-
FisherScientific, Offenbach
3.1.7 Kommerzielle Kits
Tabelle 3.6: Kommerzielle Kits
Kit Hersteller
NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel, Du¨ren
NucleoSpin Extract II Macherey-Nagel, Du¨ren
Nucleospin Plasmid Macherey-Nagel, Du¨ren
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I Peqlab, Erlangen
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit II Peqlab, Erlangen
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Protein A-Sa¨ule, BioScale Mini UNOsphere SUPrA
1 mL
BioRad, Hercules (USA)
Entsalzungssa¨ule, BioScale Mini Bio-Gel P-6 Desal-
ting 10 mL
BioRad, Hercules (USA)
Pra¨parative SEC-Sa¨ule, Superdex 200 HiLoad 16/60 GE Healthcare, Mu¨nchen




Ka¨lberdarmphosphatase (CIP) New England BioLabs, Frankfurt
Phusion DNA-Polymerase Finnzymes, Keilaranta (Finnland)
Restriktionsendonukleasen New England BioLabs, Frankfurt
Promega, Mannheim
T4 DNA-Ligase Promega, Mannheim
Trypsin Carl Roth, Karlsruhe
GoTaq DNA-Polymerase Promega, Mannheim
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3.1.10 Antigene und Antiko¨rper
Tabelle 3.9: Antigene
Antigen Uniprot-ID Hersteller
BMX/AS1-122 P51813 Emma Hansson, Karolinska Institutet
(Schweden)
BSA P02769 Sigma-Aldrich, Mu¨nchen
CHIN/AS1-167 P15882 Emma Hansson, Karolinska Institutet
(Schweden)
Lysozym P00698 Carl Roth, Karlsruhe
MUC1/16mer P15941 Ronald Frank, HZI Braunschweig
PTK6/AS1-122 Q13882 Emma Hansson, Karolinska Institutet
(Schweden)
SH21A/AS1-108 O60880 Emma Hansson, Karolinska Institutet
(Schweden)




Maus α-c-myc-Tag (9E10) TU Braunschweig, AG Du¨bel
Maus α-M13-HRP GE Healthcare, Mu¨nchen (27-9421-01)
Ziege α-Maus IgG (Fc-spez.)-AP Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
(A2429)
Ziege α-Maus IgG (Fc-spez.)-HRP Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
(A0168)
Ziege α-human IgG (Fc-spez.)-AP Dianova, Hamburg (109–055–098)
Ziege α-human IgG (Fc-spez.)-HRP Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
(A0170)
Ziege α-human IgG (Fc-spez.)-FITC Dianova, Hamburg (109–095–098)
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Tabelle 3.10: Antiko¨rper (fortgesetzt)
Antiko¨rper Hersteller (Art.#)
Ziege α-human IgG (Fc-spez.)-Cy3 Sigma-Aldrich, St. Louis (USA)
(C2571)
Ziege α-human IgG (Fc-spez.)-Cy5 Dianova, Hamburg (115–175–071)
3.1.11 Bakteriensta¨mme, Bakteriophagen und Zelllinien
Tabelle 3.11: Bakteriensta¨mme, Bakteriophagen und Zelllinien
Bezeichnung Genotyp/Eigenschaften Referenz
E. coli XL-1 Blue
MRF’
Δ(mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-
mrr)173 endA1 supE44 thi-1 re-
cA1 gyrA96 relA1 lac [F´ proAB
lacIq ZΔM15 Tn10 (TetR)]
Stratagene, La Jolla
(USA)




E. coli TOP10 F– mcrA Δ(mrr-hsdRMS-
mcrBC) Δ80lacZΔM15 ΔlacX74
recA1 araD139 Δ(ara leu) 7697








galU galK rpsL endA1 nupG
Thermo Fisher Scientific,
Offenbach
E. coli TG1 supE thi-1 Δ(lac-proAB)
Δ(mcrB-hsdSM)5 (rK-mK-)
[FΔtraD36 proAB lacIq ZΔM15]
Hyperphage Helferphage zur polyvalenten
Pra¨sentation von scFv
[Rondot et al., 2001]
M13K07 Helferphage zur monovalenten
Pra¨sentation von scFv
[Vieira & Messing, 1987]
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Tabelle 3.11: Bakteriensta¨mme, Bakteriophagen und Zelllinien (fortgesetzt)
Bezeichnung Genotyp/Eigenschaften Referenz
HEK293-6E Humane embryonale Nierenzellli-
nie, adaptiert an Suspension
[Durocher et al., 2002,






Vektor fu¨r die Expression von scFv-Fc-Fusionen in HEK293-
6E Zellen [Ja¨ger et al., 2013]
pHAL14 Phagemid, Phagen-Display, Expression von scFv in E. coli
(His6-myc) [Hust et al., 2011]
pHAL30 Phagemid, Phagen-Display, Expression von scFv in E. coli
(myc-His6)
pOmpA Vektor fu¨r die Oberfla¨chenexpression in E. coli durch OmpA
pOmpU Vektor fu¨r die Oberfla¨chenexpression in E. coli durch OmpU
3.1.13 Oligonukleotide
Tabelle 3.13: Oligonukleotide
# Sequenz 5’-3’ Verwendung
11rev CTAAAGTTTTGTCGTCTTTCC scFv-Screening, Sequenzie-
rung
12fw CGTCTTCACCTCGAGAGC Infektions-Screening






3 Material und Methoden
Tabelle 3.13: Oligonukleotide (fortgesetzt)
# Sequenz 5’-3’ Verwendung
410fw CACTTTGCCTTTCTCTCC Sequenzierung pCSE2.5-
hIgG1-Fc








Generierung von LPP mit
























Generierung von ompU, -













Generierung von LPP mit
EcoRI vor dem Gen
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Tabelle 3.13: Oligonukleotide (fortgesetzt)








NcoI nach dem Gen
2174fw CGCTAATCGATCAGGGTATCAATG-
CAGATGGCTACTCTC
Amplifikation von ompU, -




NotI nach dem Gen
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Alle zur Lagerung und Kultivierung verschiedener E. coli -Sta¨mme verwendeten
Na¨hrmedien, Verbrauchsmittel und Beha¨ltnisse wurden fu¨r 20 min bei 121◦C und
1 bar U¨berdruck Dampfdruck-sterilisiert. Hitzesensitive Substanzen wurden mit
0,2 µm-Filtern filtriert und dem Medium unter sterilen Bedingungen zugefu¨gt.
Kultivierung von Escherichia coli
Die E. coli -Sta¨mme wurden, soweit nicht anders vermerkt, bei 37 ◦C und 250 rpm
in 2xYT-Medium oder LB-Medium kultiviert. Glukose und Antibiotika wurden je
nach Versuchsziel hinzugegeben. Zur Bestimmung der Zelldichte wurde die opti-
sche Dichte (OD) der Kultursuspension bei einer Wellenla¨nge von 600 nm gegen
unbewachsenes Medium bestimmt. Dabei entsprach eine OD 0,5 einer Zelldichte
von 5x108 Zellen/mL. Plattenkulturen wurden durch Ausstreichen mit einer sterilen
Impfo¨se angelegt. Die Kultivierung erfolgte bei 37◦C u¨ber Nacht, die Lagerung bei
4◦C.
Lagerung von Escherichia coli
Die kurzzeitige Lagerung von E. coli -Sta¨mmen erfolgte auf Festmedien bei 4 ◦C.
Fu¨r die langfristige Lagerung wurden Gefrierkulturen durch Zugabe von 20 % (v/v)
Glycerin zur Kultursuspension angelegt und bei -80 ◦C gelagert.
Herstellung chemisch-kompetenter E. coli
Aus einer U¨bernachtkultur wurden 20 mL LB-Medium mit dem entsprechenden
Antibiotikum angeimpft und bei 37 ◦C und 250 rpm bis zu einer OD600nm von 0,5
inkubiert. Die Kultur wurde in ein steriles Polypropylengefa¨ß u¨berfu¨hrt und fu¨r
20 min auf Eis gelagert, bevor die Zellen bei 4000 rpm, 4 ◦C fu¨r 4 min pelletiert
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wurden. Nach Resuspension in 10 mL eiskalter 75 mM Calciumchloridlo¨sung wurden
die Zellen fu¨r eine Stunde auf Eis gelagert und erneut bei 4000xg, 4 ◦C fu¨r 4 min
pelletiert. Die Zellen wurden in 2 mL 75 mM Calciumchloridlo¨sung mit 10% Glyce-
rin resuspendiert und bei -80 ◦C gelagert.
Transformation von E. coli mittels Hitzeschock
Zur Transformation von Plasmid-DNA oder Ligationsansa¨tzen in E. coli -Sta¨mme
wurden chemisch kompetente Zellen verwendet, die zuna¨chst auf Eis aufgetaut und
dann mit der DNA fu¨r 20 min auf Eis inkubiert wurden. Nach dem Hitzeschock fu¨r
50 s bei 42 ◦C wurden die Zellen auf Eis geku¨hlt und mit 500 µL vorgewa¨rmtem
SOC-Medium fu¨r 45-60 min bei 37 ◦C und 650 rpm im Thermomixer inkubiert. An-
schließend wurde der Transformationsansatz auf 2xYT-Agar mit den entsprechenden
Antibiotika ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert.
3.2.2 Panning mit scFv-Phagen-Bibliotheken
Die Immobilisierung der Antigene erfolgte entweder auf 96-Well Polystyrolplatten
oder auf 96-pin Polystyrolplatten. Hierzu wurden jeweils 5 µg Antigen in einem Ge-
samtvolumen von 100 µL PBS in die einzelnen Wells der 96-Well Mikrotiterplatten
gegeben bzw. die Pins in 200 µL eingetaucht und u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert.
Freie Bindungsstellen wurden dann bei einer Inkubation der Wells/Pins fu¨r 2 h bei
Raumtemperatur mit 360 µL Blocklo¨sung abgesa¨ttigt.
Um die Selektion von Phagen aus den Antiko¨rperphagen-Bibliotheken mit erho¨hter
Unspezifita¨t oder Reaktion mit Milchpulver zu vermeiden, wurden 5 µg BSA immo-
bilisiert und mit 360 µL Blocklo¨sung abgesa¨ttigt. In dieses Well wurden dann jeweils
5x1011 Phagen fu¨r 1 h in 100 µL Blocklo¨sung pra¨absorbiert. Nach dem Waschen der
geblockten Wells (3x mit PBS/0,05 % Tween20) wurden die pra¨absorbierten Phagen
in die Wells bzw. Wells mit Pins mit immobilisiertem Antigen u¨berfu¨hrt. Die Wasch-
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prozedur an den 96-Pin Mikrotiterplatten wurde dabei von Hand durchgefu¨hrt (1 L
mit PBS/0,05 % Tween20).
Die Inkubation der Phagen auf den Antigenen erfolgte fu¨r 2 h bei Raumtemperatur.
Nicht oder nur schwach gebundene Phagen wurden in einem intensiven Waschschritt
am ELISA-Washer (10 x mit 1 x PBS/0,05 % Tween 20) entfernt. Die gebundenen
Phagen wurden durch 30-minu¨tige Inkubation mit 200 µL Trypsin (10 µg/mL) bei
37 ◦C eluiert und damit E. coli TG1-Zellen infiziert. Dazu wurden aus einer TG1-
Flu¨ssigkultur mit einer mit OD600 nm von 0,5 jeweils 135 µL entnommen und in
die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte verteilt. Die Platte wurde anschließend zur
Infektion der Bakterien fu¨r 30 min bei 37 ◦C inkubiert.
Danach wurden in jede Vertiefung 20 µL einer 10x Glucose-Ampicillin-Lo¨sung gege-
ben und die Platte fu¨r 16-18 h bei 30 ◦C und 800 rpm im Thermoschu¨ttler inkubiert.
Die infizierten E. coli -Zellen wurden dann zur Produktion von Phagenpartikeln fu¨r
die na¨chste Panningrunde genutzt (s.u.). Insgesamt wurden drei Panning-Runden
durchgefu¨hrt, in denen die Menge an immobilisiertem Antigen von 5 µg auf 2 µg
bzw. 1 µg reduziert wurde. Zusa¨tzlich wurde der Waschschritt zum Entfernen nicht
oder nur schwach gebundener Phagen in jeder Runde intensiviert (20x in Runde 2
und 30x in Runde 3).
Produktion von scFv-Phagen in E. coli
Mit scFv-Phagen infizierte E. coli -Zellen wurden zur Produktion neuer Phagen-
partikel genutzt. Im kleinen Maßstab wurden 195 µL 2xYT-GA-Medium mit 5 µL
U¨bernachtkultur in 96-Well Polyproyplen-Rundbodenplatten inokuliert. Nach Inku-
bation im Thermoschu¨ttler bei 37 ◦C und 800 rpm bis OD600 0,5 wurden die Zellen
mit 109 M13K07-Helferphagen infiziert. Auf eine 30-minu¨tige Inkubation bei 37 ◦C
ohne Schu¨tteln folgte eine Inkubation bei 800 rpm und ein Mediumswechsel auf
180 µL 2xYT-AK. Die Phagenproduktion erfolgte u¨ber Nacht bei 30 ◦C/800 rpm.
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Im gro¨ßeren Maßstab wurden 200 mL 2xYT-GA-Medium im Schu¨ttelkolben auf
OD600nm 0,15 angeimpft und bei OD600nm 0,5 mit 10
9 M13K07-Helferphagen infi-
ziert. Nach der Inkubation erfolgte die Produktion in 200 mL 2xYT-AK u¨ber Nacht
bei 250 rpm und 37 ◦C. Der Phagenu¨berstand wurde entweder direkt genutzt oder
das Volumen zuna¨chst durch Phagenfa¨llung reduziert.
Phagenfa¨llung
Die Phagen wurden durch Inkubation mit 1/5 Volumen PEG/NaCl-Lo¨sung auf einer
Wippe bei 4◦C fu¨r 1 h gefa¨llt. Nach der Sedimentation der Phagen bei 10.000xg bei
4 ◦C fu¨r 1 h wurde das Phagenpellet in 10 mL Phagenpuffer aufgenommen. Noch
enthaltene Zellen und Zelltru¨mmer wurden bei 16.000xg und 4◦C fu¨r 30 min pelle-
tiert. Die im U¨berstand befindlichen Phagen wurden mit 1/5 Volumen PEG/NaCl-
Lo¨sung fu¨r 20 min auf der Wippe gefa¨llt und anschließend bei 16.000xg und 4 ◦C
fu¨r 30 min pelletiert. Das Pellet wurde in 1 mL Phagenpuffer resuspendiert und
bei 16.000xg fu¨r eine Minute zentrifugiert. Zusa¨tzlich wurde der Phagenu¨berstand
mit einem 0,45 µm-Filter filtriert, um verbliebene E. coli -Zellen abzutrennen. Die
Phagen wurden bei 4 ◦C gelagert.
Produktion lo¨slicher scFv-Antiko¨rperfragmente in E. coli
Fu¨r das Screenen von potentiellen Bindern nach dem Panningprozess wurden lo¨sliche
scFvs im kleinen Maßstab in 96-Well Polyproyplen-Rundbodenplatten produziert.
150 µL 2xYT-GA-Medium wurden mit einer Kolonie angeimpft und mit einer luft-
durchla¨ssigen Membran u¨ber Nacht bei 34 ◦C und 800 rpm im Thermoschu¨ttler
inkubiert. Aus der U¨bernachtkultur wurden 180 µL 2xYT-GA-Medium mit 10 µL
u¨berimpft und wiederum fu¨r 2 h bei 37 ◦C und 800 rpm im Thermoschu¨ttler inku-
biert. Nach Induktion durch Mediumswechsel auf 180 µ L 2xYT-AI-Medium erfolgte
die Produktion u¨ber Nacht bei 30 ◦C und 800 rpm. Fu¨r weitere Anwendungen nach
dem Screenen wurden lo¨sliches scFvs in 24-Well-Rundbodenplatten produziert, wo-
bei 4-5 mL 2xYT-GA-Medium mit der gesamten U¨bernachtkultur angeimpft und
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schließlich durch Mediumswechsel auf 4-5 mL 2xYT-AI-Medium induziert wurden.
Titerbestimmung von Phagen und scFv-Phagen
Zur Bestimmung der Zahl infektio¨ser Phagen wurde die Kolonienzahl nach Infektion
von E. coli XL1-Blue MRF’ bestimmt. Dafu¨r wurden die Zellen in 2xYT-Medium
bei 37 ◦C und 250 rpm bis OD600nm 0,5 inkubiert und 50 µL der Kultur mit 10 µL
der zuvor in PBS angesetzten Phagenverdu¨nnungen fu¨r 30 Minuten bei 37 ◦C in-
kubiert. Dieser Ansatz wurde auf 2xYT-Agarplatten mit Kanamycin (fu¨r M13K07
und Hyperphage) oder Ampicillin (fu¨r scFv-Phagen und Phagemid-tragende Pha-
gen) ausplattiert und u¨ber Nacht bei 37 ◦C inkubiert. Durch die Ausza¨hlung der
Kolonien wurde unter Beru¨cksichtigung der Verdu¨nnung der Phagentiter bestimmt.
3.2.3 Zellbiologische Methoden
Kultivierung von HEK293-6E-Zellen
Die Zellen wurden in Polycarbonat-Erlenmeyerkolben mit Ventildeckel in serumfrei-
em Kulturmediumbei 37 ◦C, 5 % CO2 und 110 rpm kultiviert. Zur Bestimmung
der Zellzahl und zur Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wurden
Zellsuspensionen mit Trypanblau versetzt und in einer Neubauerza¨hlkammer ana-
lysiert. Die Zellen wurden alle zwei bis drei Tage gesplittet und die Zellzahl fu¨r die
Transfektion auf 106-107 Zellen/mL eingestellt.
Produktion von Proteinen in HEK293-6E-Zellen
Zur Proteinproduktion in HEK293-6E-Zellen wurden diese mit der entsprechenden
Plasmid-DNA transient transfiziert. Dafu¨r wurden 25 µg Plasmid-DNA und 62,5 µL
des Transfektionsreagenz Polyethylenimin PEI (1 mg/mL) separat mit je 1,25 mL
F17-Transfektionsmedium (F17-Medium mit 7,5 mM L-Glutamin und 0,1 % (w/v)
Pluronic-F68) gemischt und anschließend vereinigt. Nach 20-minu¨tiger Inkubation
bei Raumtemperatur wurden die Transfektionsansa¨tze zu den Zellen gegeben und
die Zellsuspensionen bei 37 ◦C, 5 % CO2 und 110 rpm weiterkultiviert. Nach 48 h
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folgte eine Zufu¨tterung von 50 % (v/v) Kultivierungsmedium sowie 0,5 % (w/v)
TN1-Pepton. Die Kultivierung wurde weitere 72 Stunden fortgesetzt und der Kul-
turu¨berstand durch Zentrifugation fu¨r 30 min bei 3200 xg und 4 ◦C gewonnen.
3.2.4 Molekulargenetische Methoden
Plasmidpra¨paration
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte nach Herstellerangaben mit den Kits peq-
GOLD Plasmid Miniprep Kit I und II, NucleoSpin Plasmid und NucleoBond Xtra
Midi aus E. coli U¨bernachtkulturen.
Bestimmung der DNA-Konzentration
Die DNA-Konzentration wurde photometrisch am NanoDrop ND1.000 bestimmt,
wobei eine Absorption von 1 bei 260 nm einer DNA-Konzentration von 50 ng/µL
(doppelstra¨ngige DNA) entsprach.
Polymerasekettenreaktion (PCR)
Bei der pra¨parativen PCR wurden Genfragmente zur Klonierung in Vektoren ampli-
fiziert und dabei spezielle Linker und/oder Restriktionsschnittstellen durch Primer
angefu¨gt. Die analytische Kolonie-PCR diente dem Nachweis der erfolgreichen Um-
klonierung.
Die Zusammensetzungen der PCR-Ansa¨tze und die verwendeten PCR-Programme
sind in Tabelle 3.14, Tabelle 3.15 und Tabelle 3.16 wiedergegeben.
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Tabelle 3.14: Zusammensetzung der PCR-Ansa¨tze
Komponente pra¨parative PCR analytische PCR
Polymerase Phusion 2 U/µL GoTaq 5 U/µL
Probenmenge 1 ng Pasmid-DNA gepickte Kolonie
Puffer 5x HF 10 µL Flexi 2 µL
MgCl2 (25 mM) – 0,8 µL
Primer forward (10 µM) 0,5 µL 0,5 µL
Primer reverse (10 µM) 0,5 µL 0,5 µL
dNTP (je 10 mM) 1 µL 0,2 µL
Polymerase 0,5 µL 0,05 µL
H2O ad 50 µL 5,95 µL
Gesamt 50 µL 10 µL
Tabelle 3.15: Temperaturprofil praeparative PCR
Temperatur Zeit Zyklen
98 ◦C 1 min
98 ◦C 15 s
50-72 ◦C 20 s 25
72 ◦C 30 s pro 1000 bp
72 ◦C 5 min
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Tabelle 3.16: Temperaturprofil analytische PCR
Temperatur Zeit Zyklen
95 ◦C 2 min
94 ◦C 15 s
50-56 ◦C 20 s 25
72 ◦C 1 min pro 1000 bp
72 ◦C 5 min
Agarose-Gelelektrophorese
Die Gro¨ßenauftrennung und Gro¨ßenbestimmung von DNA-Fragmenten erfolgte durch
Agarose-Gelelektrophorese. Die DNA-Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und
anschließend in 0,7-2 % (w/v) Agarosegelen mit 25 mM Ethidiumbromid in 1 x TAE-
Puffer gelelektrophoretisch aufgetrennt (130 V, 400 mA, 30 min). Die Bestimmung
der Fragmentgro¨ßen erfolgte durch Vergleich mit dem DNA-Standard GeneRuler
1 kB Plus in einem Transilluminator unter UV-Licht der Wellenla¨nge 302 nm.
Reinigung von DNA-Proben
Die Reinigung von DNA-Proben erfolgte mit dem Kit NucleoSpin Extract II gema¨ß
Herstellerangaben.
Pra¨zipitation von DNA
Zur Pra¨zipitation von DNA in wa¨ssriger Lo¨sung wurden 100 µL mit 10 µL 3 M Na-
triumacetat und 250 µL Ethanol fu¨r drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Zentrifugation bei 16.000xg und 4◦C wurde das DNA-Pellet zweimal mit 70 %
Ethanol gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei 16.000xg und 4◦C wurde das
DNA-Pellet getrocknet und im gewu¨nschten Volumen aufgenommen.
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Restriktionsverdau und Dephosphorylierung
Der Restriktionverdau erfolgte nach Herstellerangaben fu¨r 2 h bei 37 ◦C soweit nicht
anders angegeben. Um eine Religation des geschnittenen Vektors zu vermeiden, wur-
den die endsta¨ndigen 5´-Phosphatgruppen durch zwei 30-minu¨tige Inkubationen mit
je 0,5 µL Ka¨lberdarmprotease (calf intestine protease, CIP) entfernt.
Ligation
Die komplementa¨ren Enden der linearisierten DNA-Elemente wurden mit T4-DNA-
Ligase verknu¨pft. Dabei wurden Vektor und Insert im molaren Verha¨ltnis von 1
zu 3 im gema¨ß Herstellerangaben vorbereiteten Ligationsansatz eingesetzt, der bei
16 ◦C u¨ber Nacht inkubiert und anschließend fu¨r 10 min bei 65 ◦C inaktiviert wurde.
DNA-Sequenzierung
Isolierte Plasmide wurden durch die Firmen GATC und Seqlab sequenziert und die
erhaltenen Chromatogramme der DNA-Sequenzen mit der Software Geneious aus-
gewertet.
3.2.5 Proteinbiochemische und -biophysikalische Methoden
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Fu¨r reduzierende Bedingungen wurde die Proteinprobe mit Laemmli-Puffer mit
beta-Mercaptoethanol (β-ME) versetzt und fu¨r 10 min bei 95 ◦C denaturiert. Fu¨r
nicht reduzierende Bedingungen wurde die Proteinprobe mit Laemmli-Puffer ohne
ß-ME versetzt und fu¨r 10 min bei 56 ◦C erhitzt. Zur Bestimmung der apparen-
ten molekularen Massen wurde der Proteinstandard Precision Protein ladder mit
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 20 mA und 400 V fu¨r 50 min in diskonti-
nuierlichen Gelen mit der in Tabelle 3.17 aufgefu¨hrten Zusammensetzung.
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Tabelle 3.17: Zusammensetzung von SDS-Gelen
Komponente Sammelgel Trenngel 12 % Trenngel 15 %
H2O [mL] 1 1,3 0,9
Acrylamidmix [mL] 0,26 1,6 2
1,0 M Tris HCl pH 6,8 [mL] 0,2 - -
1,5 M Tris HCl pH 8,8 [mL] - 1 1
10 % SDS [mL] 0,015 0,04 0,04
10 % APS [mL] 0,015 0,04 0,04
TEMED [mL] 0,002 0,004 0,004
Coomassie-Fa¨rbung von Proteingelen
Die nach molekularer Masse aufgetrennten Proteine im Polyacrylamid-Gel wurden
mit Coomassie-Fa¨rbelo¨sung angefa¨rbt. Das Gel wurde dazu in 20 mL Fa¨rbelo¨sung
bis zum Kochen in der Mikrowelle erhitzt, die Fa¨rbelo¨sung abgegossen und das Gel
mit H2O entfa¨rbt.
Western Blot
Die Proteinbanden im SDS-Gel wurden im Semi-Dry-Verfahren auf eine zuvor in
Ethanol aktivierte PVDF-Membran u¨bertragen. Dafu¨r wurden ein in Blotpuffer ge-
tra¨nktes Filterpapier, die PVDF-Membran, das SDS-Gel und ein weiteres Filterpa-
pier u¨bereinander geschichtet und fu¨r 30 min eine Spannung von 20 V (0,8 mA pro
cm2) angelegt.
Immunfa¨rbung
Die auf die PVDF-Membran u¨bertragenen Proteine wurden mittels Immunfa¨rbung
nachgewiesen. Dazu wurde die Membran in der SNAP i.d. gema¨ß Herstellerangaben
zuna¨chst geblockt und dann mit Prima¨r- und Sekunda¨rantiko¨rper inkubiert. Nach
gru¨ndlichem Waschen wurde die Membran je nach Konjugation des Sekunda¨ranti-
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ko¨rpers entweder mit je 1/100 (v/v) NBT/BCIP in AP-Substratpuffer entwickelt
(AP-konjugierte Sekunda¨rantiko¨rper) oder mit DAB/H2O2 in HRP-Substratpuffer
(HRP-konjugierte Sekunda¨rantiko¨rper) entwickelt. Die Reaktion wurde durch gru¨nd-
liches Spu¨len mit Wasser gestoppt.
Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)
Alle ELISA wurden in 96-Well Mikrotiterplatten mit verschiedenen Oberfla¨chen
durchgefu¨hrt. Das nachzuweisende Protein wurde mit 200 ng bis 500 ng pro 100 µL
PBS bei 4 ◦C u¨ber Nacht in den Vertiefungen immobilisiert. Nicht gebundenes Pro-
tein wurde durch Ausschlagen der Platte entfernt und freie Bindungsstellen durch
Inkubation mit 360 µL Blocklo¨sung fu¨r 2 h bei Raumtemperatur abgesa¨ttigt, gefolgt
von der Inkubation mit den Nachweisproteinen in 100 µL Blockpuffer fu¨r jeweils 2
h bei Raumtemperatur. Der Nachweis erfolgte u¨ber einen HRP-konjugierten An-
tiko¨rper. Nach dem Blocken und jeder Inkubation wurde dreimal mit Waschpuffer
im ELISA-Washer gewaschen. Die Detektionsreaktion erfolgte durch Zugabe von
100 µL Entwicklerlo¨sung je Vertiefung und wurde bei ausreichender Fa¨rbung mit
100 µL Stopplo¨sung beendet.
In Tabelle 3.18 sind die unterschiedlichen angewendeten ELISA mit den eingesetzten
Antiko¨rpern aufgelistet. Wa¨hrend beim Screening-ELISA nur eine Ja-Nein-Antwort
erwartet wird, kann im Titrations-ELISA durch eine Verdu¨nnungsreihe definierter
Erstantiko¨rperkonzentration eine Aussage u¨ber die Bindungseigenschaften erzielt
werden. Der Phagen-ELISA basiert auf der direkten Immobilisierung von Phagen an
die Polystyroloberfla¨che und den quantitativen Nachweis u¨ber das pVIII-Hu¨llprotein.
Als Referenz fu¨r die Anzahl der Phagen dient eine M13K07-Pra¨paration, deren
Phagentiter zuvor durch Infektion bestimmt wurde.
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Immobilisiert Antigen Antigen Phagen
1. Antiko¨rper scFv scFv/scFv-Fc-AK –







Reinigung von Proteinen mittels Affinita¨tschromatografie
In HEK293-6E-Zellen produzierte humane scFv-Fc-Fusionsproteine wurden mittels
Affinita¨tschromatografie aus dem Zellkulturu¨berstand gereinigt. Dafu¨r wurde am
Profinia-Reinigungssystem (Bio-Rad) eine 1 mL Protein A-Sa¨ule fu¨r die Bindung
an das Fc-Fragment und eine 10 mL Gelfiltrationssa¨ule zur Entsalzung verwendet.
Nach der Reinigung wurde die Proteinkonzentration mittels NanoDrop ND1.000 bei
einer Wellenla¨nge von 280 nm photometrisch bestimmt. Die Proben wurden 0,2 µm
sterilfiltriert, aliquotiert und bei -80 ◦C gelagert.
Gro¨ßenausschlusschromatographie
Das Aggregationsverhalten, also die Bildung von Di-, Tri-, Tetra- oder Multime-
ren der produzierten scFv-Fc Antiko¨rper wurde mittels pra¨parativer und analyti-
scher Gro¨ßenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) am
A¨kta-purifier-System untersucht. Fu¨r die pra¨parative SEC von scFv-Fc Antiko¨rpern
wurden 1 mg Protein mit einer Flussrate von 0,3 mL/min auf eine Superdex 200
HiLoad 16/60-Sa¨ule geladen. Die einzelnen Fraktionen wurden fu¨r weitere Analy-
sen in einer 96-Well Mikrotiterplatte aufgefangen. Fu¨r die analytische SEC von
scFv-Fc Antiko¨rpern wurden die Monomerfraktionen aus der pra¨parativen SEC
nach 3-monatiger Lagerung bei 4 ◦C auf einer Superdex 200 10/300 GL-Sa¨ule bei
0,75 mL/min analysiert. Der Verlauf der Absorption bei einer Wellenla¨nge von
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280 nm wurde in Korrelation mit einer zuvor durchgefu¨hrten Kalibrierung mit Pro-
teinen definierter Gro¨ße ausgewertet.
Außenmembranisolation von E. coli
Zur Pra¨sentation von Antigenen auf der Oberfla¨che von E. coli wurden 20 mL
U¨bernachtkultur in 2YT-Medium mit Glukose und Ampicillin bei 37 ◦C und 250 rpm
angezogen. Die Hauptkultur in unterschiedlichen Medien wurde auf OD600 nm 0,2 an-
geimpft und bis OD600 nm 0,5 bei 37
◦C und 250 rpm inkubiert und die Temperatur
dann auf 25 ◦C bis 37 ◦C eingestellt. Nach Expressionszeiten von 1 h bis 15 h wurden
die Proben fu¨r 15 min bei 4 ◦C gelagert und die Zellen bei 5.000xg zentrifugiert.
Die sedimentierten Bakterien wurden in 5 mL 0,2 M Tris/HCl pH 8 resuspendiert
und nacheinander unter Vortexen 0,1 mL 1 M Saccharose, 0,1 mL 10 mM EDTA
und 0,1 mL Lysozym-Lo¨sung (10 mg/mL) zugefu¨gt. Nach einer 15-minu¨tigen Inku-
bation bei Raumtemperatur wurden die Proben auf Eis gestellt und unter Vortexen
10 µ L Aprotininlo¨sung (10 mg/mL), 5 mL Extraktionspuffer und 100 µ L DNase
I-Lo¨sung (1 mg/mL) hinzugegeben. Nach 30-minu¨tiger Inkubation auf Eis wurden
die Zelltru¨mmer durch eine 5-minu¨tige Zentrifugation bei 4.000xg abgetrennt. Der
U¨berstand wurde bei 30.000xg fu¨r eine Stunde zentrifugiert, das Pellet in 10 mL
Wasser resuspendiert, erneut zentrifugiert und das Pellet letztlich in 500 µL Wasser
aufgenommen fu¨r die Analyse in der SDS-PAGE.
Proteaseverdau von E. coli
Beim Verdau der Zellen mit Proteinase K wurden 12,5 µL einer Lo¨sung (50 µg/mL)
der Protease mit den in 5 mL 0,2 M Tris/HCl pH 8 resuspendierten Bakterien
gemischt und eine Stunde bei 37 ◦C inkubiert. Beim Verdau mit Trypsin wurden
die in 5 mL 0,2 M Tris/HCl pH 8 resuspendierten Bakterien mit 600 µL einer 2,5 %
igen Trypsin-Lo¨sung versetzt, 30 min auf Eis inkubiert und nach Zugabe von 50 µL
1 M CaCl2 weitere 30 min bei 37
◦C verdaut. Die Verdaue wurden durch dreimaliges
Waschen mit 0,2 M Tris/HCl pH 8 mit 10 % FCS abgestoppt.
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3.2.6 Protein-Microarrays
Die Protein-Microarrays wurden manuell mittel MicroCaster (GE Healthcare) auf
Nexterion SlideE-Glastra¨ger gedruckt. Dafu¨r wurden die Nadeln zuna¨chst mit Was-
ser gereinigt und mithilfe von Druckluft getrocknet. Die Antigenlo¨sungen in PBS
wurden in 96-Well Mikrotiterplatten (low binding) vorgelegt und nach kurzem Ein-
tauchen der Nadeln direkt auf die Glastra¨ger gedruckt. Die Microarrays wurden
in einer feuchten Kammer u¨ber Nacht bei 4 ◦C inkubiert und anschließend mit
unterschiedlichen Reagenzien freie Bindungsstellen abgeblockt. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS und spu¨len mit Wasser wurde der Array mit Druckluft getrock-
net. Fu¨r den Bindungsnachweis wurden die Protein-Microarrays zuna¨chst fu¨r 1,5 h
mit antigenspezifischem scFv-Fc-Antiko¨rper inkubiert, dreimal mit PBS gewaschen




4.1 Panning in Mikrotiterplatten und auf
Pin-Mikrotiterplatten
Fu¨r die Miniaturisierung des Panningverfahrens von der 96-Well Mikrotiterplatte
(MTP) u¨ber Pin-Mikrotiterplatten hin zum Microarray als Immobilisationsfla¨che
fu¨r Antigene wurden zuna¨chst mo¨gliche Zielproteine auf ihren Einsatz als Modell-
antiko¨rper getestet. Es wurden sowohl Antigene genutzt, gegen die bereits erfolgreich
Antiko¨rper im Panning generiert wurden (Lysozym und MUC1), als auch ein neues
Antigen. Bei diesem Antigen handelt es sich um die humane cytosolische Tyrosin-
kinase BMX (bone marrow tyrosine kinase gene in chromosome X protein), die mit
chronischen Entzu¨ndungen, Gefa¨ßerkrankungen und verschiedenen Krebsarten in
Zusammenhang gebracht wird [Cenni et al., 2012].
Aus diesem Grund steht BMX aktuell im Fokus der Forschung und wird auch im
Rahmen des Affinomics-Konsortiums (EU FP7 Projekt 241481) untersucht. Dabei
wird fu¨r die Generierung von Antiko¨rpern nicht das gesamte Protein, sondern nur
eine Doma¨ne eingesetzt, die biotinyliert und unbiotinyliert vorliegt und in E. coli re-
kombinant hergestellt wurde. Weitere Informationen zu den eingesetzten Antigenen
sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.
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Tabelle 4.1: Auflistung der eingesetzten Antigene
Antigen Uniprot-ID eingesetzt im Panning





4.1.1 Selektion von Antiko¨rpern mittels Antiko¨rperphagen-Display
Mittels Phagen-Display wurden aus den scFv-Phagenbibliotheken HAL7 und HAL8
bzw. HAL9 und HAL10 gegen das Antigen BMX Antiko¨rper in Mikrotiterplatten
und Pin-Mikrotiterplatten selektiert. Dabei wurde das unbiotinylierte Antigen fu¨r
das Panning in Pin-Mikrotiterplatten eingesetzt und das biotinylierte Antigen fu¨r
das Panning in Mikrotiterplatten. Wa¨hrend die Oberfla¨cheneigenschaften beider
Plattenarten sich nicht unterscheiden, sind die zur Immobilisierung des Antigens













Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der eingesetzten Oberfla¨chen
Beide Oberfla¨chen bestehen aus Polystyrol mit einer hohen Bindekapazita¨t fu¨r Proteine. (A)




Die Antigene wurden an der Oberfla¨che von Mikrotiterplatten und Pin-Mikrotiter-
platten immobilisiert und jeweils drei aufeinanderfolgende Panningrunden durch-
gefu¨hrt. In der ersten Panningrunde wurden 5 µg Antigen eingesetzt, in der zweiten
2 µg und in der dritten 1 µg. Zudem wurde die Waschprozedur bei den Mikrotiter-
platten von 10 auf 20 und 30 Waschzyklen erho¨ht und bei den Pin-Mikrotiterplatten
von einem auf drei Liter Spu¨lvolumen, um die Zahl schwach gebundener scFv-Phagen
zu verringern.
4.1.2 Screening von monoklonalen scFv-Antiko¨rperfragmenten
Im Anschluss an die Panningrunden auf Mikrotiterplatten und Pin-Mikrotiterplatten
wurden jeweils 92 Antiko¨rperklone aus der dritten Runde ausgewa¨hlt und lo¨sliche
scFvs fu¨r einen Screening-ELISA produziert. Klone, die im ELISA Bindung auf
BMX nicht aber auf BSA als Negativkontrolle zeigten, wurden sequenziert, um die
genetische Information des Antiko¨rpers zu erhalten. Der Vergleich der Sequenzen
ergab, dass besonders die scFvs AKS13-A7 und AKS50-A7 u¨ber die drei Pannin-
grunden angereichert wurden. Von den 92 getesteten Antiko¨rperklonen zeigten 16%
die Sequenz des scFvs AKS13-A7 und 13 % die Sequenz des scFvs AKD50-A7 (siehe
Tabelle 4.2).
Tabelle 4.2: Ergebnis des Screening-ELISAs nach der dritten Panningrunde
Antigen Klon Zahl identischer Klone










Tabelle 4.2: Ergebnis des Screening-ELISAs nach der dritten Panningrunde
(fortgesetzt)
Antigen Klon Zahl identischer Klone
AKS13-G4 1







4.1.3 Charakterisierung der Antiko¨rper-Antigen-Bindung in der
Immunfa¨rbung
Die im ELISA identifizierten scFv-Antiko¨rper gegen BMX wurden zur weiteren Ana-
lyse in Deepwell-Platten (24 Wells) produziert. Die Antigenbindung der selektierten
scFv-Antiko¨rper wurde unter reduzierenden und nicht-reduzierenden SDS-PAGE-
Bedingungen und anschließendem Western Blot mit Immunfa¨rbung u¨berpru¨ft. An-
hand der Bindungseigenschaften ko¨nnen Ru¨ckschlu¨sse u¨ber das spezifische Epitop
gezogen werden, da die BMX-Doma¨ne unter reduzierenden Bedingungen vollsta¨ndig
denaturiert vorliegt und so lineare Epitope besser oder u¨berhaupt fu¨r den Antiko¨rper
zuga¨nglich sind. Dabei zeigen sowohl die auf biotinyliertem als auch auf unbiotiny-
lierten BMX generierten Binder mehrheitlich Bindung unter reduzierenden Bedin-
gungen (siehe Tabelle 4.3).
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+ starkes Signal, - kein Signal, (+) sehr schwaches Signal
4.1.4 Produktion und Reinigung von scFv-Fc-Antiko¨rpern
Nach der Charakterisierung der scFv-Antiko¨rper wurden ihre Gensequenzen in den
Vektor pCSE2.5-hIgG1-Fc-XP zwischen sekretorisches Signalpeptid und humanen
IgG1 Fc-Teil (hIgG1-Fc) kloniert, um das IgG-a¨hnliche bivalente scFv-Fc-Anti-
ko¨rperformat zu erhalten. Nach Transfektion von 25 mL HEK293-6E-Zellen wur-
den die scFv-Fc-Antiko¨rper u¨ber 5 Tage produziert und anschließend mittels Pro-
tein A-Affinita¨tschromatografie im Profina-Reinigungssystem (Bio-Rad, Mu¨nchen)
gereinigt. Die Konzentration der gereinigten Proteine wurde durch Messung der Ab-
sorption bei 280 nm ermittelt und fu¨r die Analyse per Gelelektrophorese auf 1 µg pro
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Tasche eingestellt. Das apparente Molekulargewicht entsprach dabei dem zu erwar-
tenden bei scFv-Fc-Antiko¨rpern und es wurden keine signifikanten Verunreinigungen
durch andere Proteine detektiert (siehe Abbildung 4.2).
250 kDa
  75 kDa
  50 kDa
  37 kDa


























































Abbildung 4.2: Auftrennung der scFv-Fc-Antiko¨rper per SDS-PAGE
Jeweils 1 µg der scFv-Fc-Antiko¨rper wurden nach der Protein-A-Reinigung mit reduzie-
rendem Laemmli-Puffer versetzt, fu¨r 10 min auf 95 ◦C erhitzt und per 12 % SDS-PAGE
aufgetrennt (M: 1 kb Proteinmarker). Die Anfa¨rbung der Proteinbanden erfolgte durch
Coomassie-Lo¨sung.
Die Ausbeuten an gereinigten scFv-Fc-Antiko¨rpern im Eluat der Protein A Affi-
nita¨tschromatographie wurden anhand der Absorption bei 280 nm ermittelt. Die
Gesamtausbeuten wurden aus der Konzentrationen der Eluate auf das Kulturvolu-
men von 50 mL hochgerechnet und liegen zwischen 32 mg/L und 192 mg/L. Damit
konnten alle scFv-Fc-Antiko¨rper in ausreichender Menge fu¨r weitere Analysen pro-
duziert und gereinigt werden (siehe Tabelle 4.4), jedoch nicht alle in ausreichender
Konzentration fu¨r eine pra¨parative Gro¨ßenausschlusschromatographie.
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4.1.5 Auftrennung der scFv-Fc-Antiko¨rper mittels
Gro¨ßenausschlusschromatographie
Die Bildung von Dimeren und Multimeren kann einen Einfluss auf die Bindungsei-
genschaften von Antiko¨rpern haben. Liegen Antiko¨rper zum Beispiel in Aggregaten
vor, kann dies zu Avidita¨tseffekten und dadurch zu einer ho¨heren apparenten Af-
finita¨t fu¨hren, da mehrere Bindungsstellen vorhanden sind. Um die Ergebnisse aus
ELISA und Immunfa¨rbung zu validieren, wurden die scFv-Fc-Antiko¨rper deswe-




Diese Methode ermo¨glicht die Trennung von Proteinen nach Gro¨ße und Konformati-
on und das fraktionierte Auffangen nach definierten Kriterien. Fu¨r eine pra¨parative
Auftrennung konnten nur scFv-Fc-Antiko¨rper eingesetzt werden, die eine ausrei-
chend hohe Konzentration aufwiesen, um ein ausreichend hohes Signal in der SEC
zu erhalten.
Bei allen untersuchten scFv-Fc-Antiko¨rpern konnte die Bildung von Dimeren und
Multimeren nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.3). Die Monomerfraktionen























































































































































































































































































Abbildung 4.3: Pra¨parative SEC der scFv-Fc-Antiko¨rper
Pra¨parative Gro¨ßenausschlusschromatographie zur Bestimmung der Dimer- und Multimer-
bildung der scFv-Fc-Antiko¨rper. Als Laufpuffer wurde PBS benutzt. Es wurde die Sa¨ule
Superdex 200 HiLoad 16/60 mit einer Flussrate von 0,3 mL/min eingesetzt. In den Chro-
matogrammen ist die Absorption bei 280 nm in Bezug zu der Retentionszeit der scFv-Fc-
Antiko¨rper dargestellt. Monomer-, Dimer- und Multimerfraktion sind als solche gekennzeich-
net. Die Bestimmung des apparenten Molekulargewichts erfolgte durch eine Kalibriergerade
von Proteinen bekannter Gro¨ße (nicht gezeigt).
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4.1.6 Charakterisierung der scFv-Fc-Antiko¨rper in ELISA und
Immunfa¨rbung
Die gereinigten scFv-Fc-Antiko¨rper und ihre Monomerfraktionen wurden hinsicht-
lich ihrer Bindungseigenschaften im Titrations-ELISA als auch in der Immunfa¨rbung
getestet. Damit lassen sich Aussagen u¨ber Bindungssta¨rke und Kreuzreaktivita¨t tref-
fen, die bei der Wahl des Antiko¨rpers in verschiedenen Test von Bedeutung sind.
So werden fu¨r die Arbeit mit oberfla¨chenpra¨sentierenden E. coli -Zellen (siehe Ab-
schnitt 4.3) Antiko¨rper beno¨tigt, die eine hohe Bindungssta¨rke aufweisen und keine
Kreuzreaktivita¨t auf E. coli -eigenen Proteinen zeigen.
Im Titrations-ELISA mit definierten Antiko¨rpermengen konnte die mittlere effek-
tive Konzentration (EC50) der scFv-Fc-Antiko¨rper verglichen werden (siehe Abbil-
dung 4.4). Alle gereinigten scFv-Fc-Antiko¨rper (Gesamtprotein) binden im ELISA
spezifisch an BMX und zeigen keine Reaktion mit BSA. Die niedrigste EC50 zeigt
der scFv-Fc-Antiko¨rper AKS50-A7 mit 11 ng, die ho¨chste AKS13-A8 mit 50 ng. Das
Bindungsverhalten der scFv-Fc-Antiko¨rper der Monomerfraktion a¨ndert sich im Ver-
gleich zur Gesamtprobe nur fu¨r die zwei scFv-Fc-Antiko¨rper AKS13-A8 und AKS50-
D9, deren EC50 fu¨r die Monomere stark gesunken ist (AKS50-D9 Monomerfraktion 8
ng, Gesamtprotein 102 ng) bzw. deren Monomerfraktion keine Bindung mehr an das
Antigen zeigt (AKS13-A8). Die Monomerfraktionen der anderen scFv-Fc-Antiko¨rper
zeigen ein a¨hnliches Bindeverhalten im ELISA wie das Gesamtprotein, sodass der





































































Abbildung 4.4: Titrations-ELISA der scFv-Fc-Antiko¨rper und ihrer Monomer-
fraktionen
(A-B) Die gereinigten scFv-Fc-Antiko¨rper und ihre durch pra¨parative SEC gewonnenen
Monomerfraktionen wurden im Titrations-ELISA auf 200 ng BMX in Mikrotiterplatten
analysiert. Als Negativkontrolle dienten mit BSA beschichtete Wells, die bei allen scFv-
Fc-Antiko¨rpern zu Signalen kleiner als 0,1 fu¨hrten (nicht gezeigt). Als Nachweisantiko¨rper
wurde ein α-hIgG-HRP-Antiko¨rper eingesetzt (Sigma A0170).
Fu¨r den Einsatz der scFv-Fc-Antiko¨rper bei der Entwicklung eines Systems zum
Oberfla¨chendisplay auf E. coli (siehe Abschnitt 4.3) wurden sie auf Kreuzreakti-
vita¨t mit E. coli -Proteinen u¨berpru¨ft. Von den 14 produzierten scFv-Fc-Antiko¨rpern
zeigten AKS50-A1, AKS50-B3 und AKS50-D9 Kreuzreaktivita¨t auf E. coli -Gesamt-
zelllysat. Die verbleibenden 11 scFv-Antiko¨rper konnten fu¨r den Nachweis von Anti-
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  75 kDa
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Abbildung 4.5: Bindung der scFv-Fc-Antiko¨rper auf E. coli Zelllysaten
Gesamtzelllysat von E. coli TOP10 wurde auf einem 10 % SDS-PAA-Gel aufgetrennt und auf
eine Membran transferiert. Einzelne Streifen wurden mit den scFv-Fc-Antiko¨rpern inkubiert
und die Bindung mit einen α-hIgG-AP-Antiko¨rper (Dianova 109–055–098) und NBT/BCIP-
Fa¨rbung nachgewiesen. Negativkontrolle: nur Sekunda¨rantiko¨rper.
4.2 Panning auf Microarrays
Im Folgenden wurde die Realisierbarkeit von Panning auf einem Microarray analy-
siert. Mit dieser Technologie, die bereits breite Anwendung in der Bestimmung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen hat, ko¨nnen mehrere Vorteile gegenu¨ber dem be-
reits vorgestellten Panning in Mikrotiterplatten erreicht werden. So reichen minimale
Antigenmengen aus, die vollautomatisch auf die Tra¨geroberfla¨che gedruckt werden
ko¨nnen. Auch die Anzahl der parallel abzuarbeitenden Antigene erho¨ht sich dras-
tisch, da keine Limitierung wie durch die Zahl der Mikrotiterplatten-Wells erreicht
wird. Ein weiterer Vorteil ist die Reduktion der scFv-Phagenbibliothek, da alle An-
tigene parallel mit dieser inkubiert werden. Dies hat vermutlich auch Auswirkungen
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auf die Abreicherung unspezifisch bindender scFv-Phagen, sodass auch Kreuzreak-
tivita¨ten vermindert werden ko¨nnten.
Nach dem erfolgreichen Panning auf Polystyroloberfla¨chen wurden zuna¨chst ver-
gleichende Tests zur Antigenbindung an Glas- und Polystyroloberfla¨chen und zur
Antigenlimitierung bezu¨glich Konzentration und Fla¨che durchgefu¨hrt. Dafu¨r wurden
die Epoxysilan-beschichteten Glastra¨ger Nexterion SlideE der Firma Schott (Tem-
pe, USA) mit den Standardmaßen 75,6 mm x 25,0 mm x 1,0 mm eingesetzt. Die
Bindung von Proteinen auf der Oberfla¨che basiert auf der Reaktion der Epoxysi-
lanbeschichtung mit nukleophilen Gruppen (NH2-, SH- und OH-Gruppen) in den
Seitenketten der Aminosa¨uren [Schott, 2009]. Die Reaktion la¨uft spontan und irre-
versibel ab und bildet kovalente Bindungen zwischen Protein und Oberfla¨che aus
(siehe Abbildung 4.6). Ein Glastra¨ger mit immobilisiertem Protein wird als Protein-





















Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der Protein-Epoxybindung
Nexterion SlideE Glastra¨ger sind mit Epoxysilan beschichtet (A), das mit nukleophilen




4.2.1 Nachweis der Antigenbindung auf Microarrays
Zuna¨chst wurde u¨berpru¨ft, ob die Antigene Lysozym und MUC1 kovalent auf dem
Nexterion SlideE Glastra¨ger gebunden werden ko¨nnen. Dafu¨r wurden die Antigene
mittels dem manuellen Spot-Druckers Microcaster (GE Healthcare, Mu¨nchen) auf
den Microarray gedruckt [Schott, 2009] und mit 3% Milchpulver in PBST u¨ber Nacht
geblockt. Als Negativkontrolle wurde PBS ohne Antigen auf den Glastra¨ger ge-
druckt. Nach dreimaligem Waschen mit je 50 mL PBST im 50 mL-Schraubro¨hrchen
wurden die Arrays mit dem α-Lysozym-Antiko¨rper DM321-F11-hIgG1-Fc inkubiert
und erneut gewaschen. Mit einem Cy3-konjugierten α-human-IgG1-Fc-spezifischen
Sekunda¨rantiko¨rper konnte die Bindung des scFv-Fc-Antiko¨rpers nachgewiesen wer-
den. Daraus kann geschlossen werden, dass das Antigen an den Glastra¨ger gebunden
ist und die Konformation nicht insofern vera¨ndert wurde, dass das Epitop nicht mehr













Abbildung 4.7: Schematische Darstellung des Spotmusters und Bild des
Microarray-Scans
Ein Nexterion SlideE Glastra¨ger wurde mithilfe des manuellen Spot-Druckers Microcaster
(GE Healthcare, Mu¨nchen) gema¨ß dem Schema (A) mit Lysozym, MUC1 und PBS be-
druckt. Nach Blocken der restlichen reaktiven Oberfla¨che wurde der Microarray mit einem
α-Lysozym-scFv-Fc-Antiko¨rper inkubiert und die spezifische Bindung durch den α-human-




Es konnte gezeigt werden, dass Lysozym an den Array gebunden ist und das Abrea-
gieren der freien Bindestellen mit 3 % Milchpulver in PBST zu einem guten Signal-
Hintergrund-Verha¨ltnis fu¨hrt. Der Nachweis u¨ber den jeweils Antigen-spezifischen
Antiko¨rper fu¨hrt zu keinem Signal auf PBS und auch der Sekunda¨rantiko¨rper allein
bindet nicht unspezifisch. Das gleiche Resultat konnte auch fu¨r MUC1 erzielt werden
(Daten nicht gezeigt).
Auch die Stabilita¨t der Bindung des Antigens an den Glastra¨ger wurde analysiert,
da die Waschbedingungen wa¨hrend eines Pannings zur Reduktion unspezifisch ge-
bundener Phagen intensiv sind. Dazu wurde der Microarray nach dem Spotten und
Inkubation u¨ber Nacht 10x bis 30x im ELISA-Washer gewaschen, wie es auch beim
Panning in Mikrotiterplatten durchgefu¨hrt wird. Der Microarray wurde dafu¨r zu-
vor mit einem Inkubationsgitter versehen, das auf dem Microarray 16 Kavita¨ten
erstellt. Auf diese Weise ist es mo¨glich, mehrere Analysen parallel auf einem Gla-
stra¨ger durchzufu¨hren. Der Microarray und das Inkubationsgitter wurden anschlie-
ßend geblockt und wiederum mit den Antigen-spezifischen Prima¨rantiko¨rpern und
dem Cy3-markierten Sekunda¨rantiko¨rper inkubiert.
Die Auswertung der Signale ergab, dass die kovalente Epoxybindung durch das
versta¨rkte Waschen nicht beeintra¨chtigt wurde, da keine Reduktion der Signalsta¨rke
im Vergleich zu Abbildung 4.7 auftrat. Eine konzentrationsabha¨ngige Bindung von
scFv-Fc-Antiko¨rpern ohne signifikante Hintergrundsignale diente deswegen als Grund-
lage fu¨r die weiterfu¨hrenden Experimente mit scFv-Phagen.
4.2.2 scFv-Phagenbindung auf Microarrays
Nach der erfolgreichen Immobilisierung der Antigene wurden die Versuche mit scFv-
Phagen fortgefu¨hrt, um die Bedingungen der Panningprozedur anzugleichen. Phagen
neigen vermehrt zu unspezifischen Bindungen (stickiness), die durch die pIII-Fusion
mit einem scFv noch versta¨rkt wird. Zuna¨chst wurde deshalb u¨berpru¨ft, welcher An-
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teil der Phagen unspezifisch an den Microarray bzw. das Inkubationsgitter bindet
und welche Blockinreagenzien die unspezifische Bindung von scFv-Phagen an den
Microarray reduzieren.
Zu diesem Zweck wurden Epoxysilan-beschichteten Glastra¨ger Nexterion SlideE oh-
ne gedrucktes Antigen mit einem Inkubationsgitter versehen, die Wells geblockt, mit
scFv-Phagenbibliothek inkubiert und 30x im ELISA-Washer gewaschen. Nach der
Elution wurden die Zahl der eluierten Phagen bestimmt. Dabei konnten keine signifi-
kanten Unterschiede in der Blockingeffizienz zwischen Milchpulver, Ethanolamin und
einem Milchpulver-Ethanolamin-Gemisch festgestellt werden. Allerdings trat repro-
duzierbar eine positionsabha¨ngige Differenz von bis zu zwei Zehnerpotenzen auf, die
aus ungleichma¨ßigem Waschen des ELISA-Washers resultierte und technisch nicht
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Abbildung 4.8: Analyse verschiedener Blockingreagenzien fu¨r Microarrays
Freie Bindungsstellen auf dem Epoxysilan-beschichteten mu¨ssen durch ein geeignetes
Blockingreagenz abreagiert werden. Neben dem empfohlenen Reagenz Milchpulver in PBST
(A) wurden Ethanolamin (B) und ein Milchpulver-Ethanolamin-Gemisch (C) in jeweils 8
Microarray-Wells parallel getestet. Nach 30x Waschen wurden die Phagen eluiert, E. co-




4.2.3 Panning auf Microarrays
Das Ziel der beschriebenen Versuche zum Microarray ist das Panning im Hochdurch-
satz. Wa¨hrend beim Panning in Mikrotiterplatten bis zu 5 µg Antigen immobilisiert
werden auf einer Fla¨che von fast 100 mm2, ist die Antigenmenge auf einem Microar-
ray auf wenige Nanogramm und eine Fla¨che von weniger als 0,2 mm 2 reduziert. Es
muss deswegen sichergestellt werden, dass die eingesetzte Menge Antigen auch auf
einem Microarray zu einer Anreicherung spezifisch bindender scFv-Phagen fu¨hrt.
Um die mindestens beno¨tigte Antigenmenge fu¨r ein Panning zu definieren, wur-
den Spots manuell mit dem Arraydrucker in die Wells einer Mikrotiterplatte und
auf einen Nexterion SlideE gedruckt (siehe Abbildung 4.7) und ein Panning mit
den scFv-Phagenbibliotheken HAL9 und HAL10 durchgefu¨hrt. Als Positivkontrolle
wurden sowohl in einem Well der Mikrotiterplatte als auch in einer Kavita¨t des In-
kubationsgitters auf dem Microarray 5 µg Lysozym in 100 µL PBS immobilisiert, da
auf dieser Antigenmenge nachweislich bereits spezifische Antiko¨rper generiert wer-
den konnten. Nach der dritten Panningrunde wurden jeweils 92 Klone selektiert und
lo¨sliche scFvs produziert. Diese wurden im Screening-ELISA in Mikrotiterplatten
auf 200 ng Lysozym pro Well eingesetzt.
Das Panning in Mikrotiterplatten fu¨hrte sowohl bei der Immobilisierung von 5 µg
in 100 µL als auch bei der Immobilisierung von Spots zur Selektion von spezifischen
Bindern. Im Gegensatz dazu konnten bei dem Panning auf den Microarrays auch bei
der großfla¨chigen Immobilisierung mit 5 µg in 100 µL Volumen keine spezifischen
Binder selektiert werden (siehe Tabelle 4.5).
65
4 Ergebnisse
Tabelle 4.5: Ergebnisse des Screening-ELISAs fu¨r das Panning auf Antigen-Spots
Immobilisierung Antigen-
menge
Fla¨che positive Signale im
Screening-ELISA
Polystyrol MTP 2 spots 0,4 mm2 0
Polystyrol MTP 4 spots 0,8 mm2 0
Polystyrol MTP 8 spots 1,6 mm2 0
Polystyrol MTP 16 spots 3,2 mm2 1
Polystyrol MTP 32 spots 6,4 mm2 21
Polystyrol MTP 5 µg/100 µL 95 mm2 37
Nexterion SlideE 2 spots 0,4 mm2 0
Nexterion SlideE 4 spots 0,8 mm2 0
Nexterion SlideE 8 spots 1,6 mm2 0
Nexterion SlideE 16 spots 3,2 mm2 0
Nexterion SlideE 32 spots 6,4 mm2 0
Nexterion SlideE 5 µg/100 µL 49 mm2 0
Es konnte gezeigt werden, dass die Antigenmenge fu¨r ein Panning in Mikrotiter-
platten um ein Vielfaches reduzierbar ist. Dabei wurde eine fla¨chenbezogene Grenze
des beno¨tigten Antigens bei einer Immobilierungsfla¨che kleiner als 3,2 mm2 erreicht,
bei der nur noch einer von 92 getesteten scFvs nach der dritten Panningrunde ei-
ne spezifische Bindung aufwies. Im Gegensatz dazu konnte auf den Microarrays
kein spezifischer scFv generiert werden. Dies besta¨tigt die zuvor durchgefu¨hrten Ex-
perimente zum Bindeverhalten von scFv-Phagen auf dem epoxysilanbeschichteten
Objekttra¨ger. Es ist mit den eingesetzten Immobilisierungs-, Blocking- und Panning-
bedingungen nicht mo¨glich, auf einem Microarray spezifische Binder gegen Lysozym
aus einer scFv-Phagenbibliothek zu selektieren.
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4.3 Oberfla¨chenpra¨sentation von Antigenen auf E. coli
Als weitere Mo¨glichkeit eines Pannings im Hochdurchsatz wurde die Oberfla¨chen-
pra¨sentation von Antigenen auf E. coli analysiert. Dabei wird das Antigen nicht se-
parat produziert und auf Tra¨germaterial immobilisiert, sondern das Antigen direkt
auf der E. coli -Zelle pra¨sentiert. Dies reduziert nicht nur den bisherigen Reinigungs-
aufwand fu¨r Antigene u¨ber tags, sondern ermo¨glicht auch das Panning auf nativ
gefalteten Antigenen, die nicht durch Immobilisierung vera¨ndert wurden. Eine wei-
tere Anwendungsmo¨glichkeit ist die schnelle Identifizierung von Bindungspartnern,
da diese Methode die Kopplung von Antigen- und Antiko¨rper-Gen innerhalb einer
Zelle ermo¨glichen kann.
4.3.1 Konstruktion eines Plasmids fu¨r die Oberfla¨chenpra¨sentation auf
E. coli
Fu¨r die Pra¨sentation von Antigenen auf E. coli -Zellen wurde ein Transporterprotein
gewa¨hlt, dessen Nutzung im Oberfla¨chendisplay bereits publiziert wurde: OmpU
[Yang et al., 2008]. Bei OmpU handelt es sich um ein Außenmembranprotein des
Marinebakteriums Vibrio anguillarum. Die Transportersequenz wurde in das Plas-
mid pUC18 integriert, sodass das Zielantigen C-terminal fusioniert werden kann.
Die Signalsequenz und die ersten neun Aminosa¨uren des E. coli Lipoproteins (LPP)
fu¨hren das Protein dabei an die Innenseite der Außenmembran, wo es durch die
Transmembranregionen von OmpU durch die Außenmembran auf der Zelloberfla¨che











Abbildung 4.9: Schematische Darstellung der Oberfla¨chenpra¨sentation (modifi-
ziert nach [Yang et al., 2008]
Die Signalsequenz und die ersten neun Aminosa¨uren des E. coli Lipoproteins (LPP) fu¨hren
das Protein an die Innenseite der Außenmembran. Das Protein und OmpU bildet β-Faltblatt-
Strukturen innerhalb der a¨ußeren Membran von E. coli aus und ermo¨glichen die Pra¨sentation
von Antigenen auf der Zelloberfla¨che. Der myc-tag dient dem Nachweis der vollsta¨ndigen
Pra¨sentation des Antigens. AS: Aminosa¨ure.
Fu¨r die Konstruktion des entsprechenden Plasmids wurde pU18 eingesetzt, das u¨ber
eine Ampicillinresistenz, einen induzierbaren lacZ-Promoter und einen modifizier-
ten Replikationsursprung verfu¨gt. Die hohe Kopienzahl pro Zelle ermo¨glicht dabei
eine hohe Transkriptionsrate. Das Gensegment von OmpU wurde durch mehrere
PCR-Amplifikationen mit u¨berlappenden Oligonukleotiden generiert und u¨ber die
Schnittstellen ClaI und NcoI eingefu¨gt. Die Integration der Zielsequenz erfolgte in die
Klonierunsstelle zwischen NcoI und NotI. Das Gesamtgenkonstrukt fu¨r die Außen-
membranpra¨sentation wurde u¨ber die Schnittstellen EcoRI und BclI in pUC18 ein-
gefu¨gt (siehe Abbildung 4.10).
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Abbildung 4.10: Genkarten des Transporters OmpU in pUC18
Das Zielantigen wird durch das Transporterprotein OmpU im pUC18-Plasmid auf der
a¨ußeren Membran von E. coli pra¨sentiert. LPP-Signalpeptid: Gen fu¨r das Lipoprotein-
Signalpeptid; PlacZ: induzierbarer lacZ-Promotor; OmpU: Genabschnitt von outer membrane
protein U; EcoRI/ClaI/BclI: Klonierungsstellen Transporter; NcoI/NotI: Klonierungsstellen
fu¨r Zielprotein.
4.3.2 Oberfla¨chenpra¨sentation unter verschiedenen Bedingungen
Fu¨r die Oberfla¨chenpra¨sentation wurde das Konstrukte pOmpU3-myc mit den Ge-
nen fu¨r BMX in die E. coli -Sta¨mme TOP10 und BL21 transformiert. Anhand die-
ser Kombinationen wurden die Temperatur als Wachstumsparameter, die IPTG-
Konzentration als Induktionsparameter und die Inkubationsdauer als Expressions-
parameter analysiert (siehe Tabelle 4.6).





BL21 pOmpU3-myc BMX 29 kDa
TOP10 pOmpU3-myc BMX 29 kDa
Das Wachstumsverhalten ist stark abha¨ngig vom E. coli -Stamm, dafu¨r aber weitge-
hend unabha¨ngig von der Temperatur (25 ◦C oder 30 ◦C) und der IPTG-Konzen-
tration (50 µM IPTG oder 500 µM IPTG). Die E. coli -BL21-Zellen zeigen im Ver-
gleich zu den TOP10-Zellen eine ho¨here Wachstumsrate und maximale Zelldichte
und sind auch nach der Kultivierung u¨ber Nacht im Gegenteil zu den TOP10-Zellen





Abbildung 4.11: Wachstumskurven von oberfla¨chenpra¨sentierenden E. coli
Das Plasmid pOmpU3-BMX wurde in die E. coli -Sta¨mme TOP10 (A) und BL21 (B) trans-
formiert und das Wachstum anhand der optischen Dichte der Kultur gemessen. Der Beginn
der Messung bei 0 Stunden ist dabei der Zeitpunkt der IPTG-Zugabe und der Tempera-
tura¨nderung.
Das unterschiedliche Wachstumsverhalten kann ein Hinweis auf die Expression der
Fusionsproteine sein. Ausgehend von den gemessenen Zelldichten wurden die Zellen
deswegen auf die gleichen Werte eingestellt und unter reduzierenden Bedingungen
per SDS-PAGE aufgetrennt. In der Immunfa¨rbung wurde u¨ber den myc-Tag des
Fusionsproteins dessen Produktion nachgewiesen werden. Das Gesamtzelllysat gibt
daru¨ber Auskunft, ob das Zielantigen grundsa¨tzlich produziert wurde. Bei der Kulti-
vierung von BL21-Zellen konnte in keiner der Proben die Produktion des Fusionspro-
teins nachgewiesen werden. Dies erkla¨rt die stark erho¨hte Wachstumsrate gegenu¨ber
den TOP10-Zellen, da keine Ressourcen fu¨r die Expression des Oberfla¨chenproteins
aufgewendet werden mussten. Die Expression des BMX-Fusionsproteins in TOP10-
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Zellen konnte dagegen unter allen Kultivierungsbedingungen im Gesamtzelllysat
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.12: Immunfa¨rbung der Gesamtzelllysate
Wa¨hrend der Kultivierung von E. coli TOP10::pOmpU3-BMX wurden zum Zeitpunkt der
Induktion (Nullprobe) und 3, 6, 8,5 und 22 Stunden nach der Induktion Proben genommen.
Diese wurden auf die gleiche OD600nm normiert und unter reduzierenden Bedinungen per
SDS-PAGE aufgetrennt. In der Immunfa¨rbung wurde der myc-tag des Zielproteins u¨ber
die Antiko¨rper 9E10 und Ziege α-Maus IgG-AP (Sigma-Aldrich A2429) nachgewiesen. Die
erwartete Gro¨ße des Zielproteins betra¨gt 29 kDa.
Die Expression der Zielantigene konnte auch fu¨r weitere pOmpU3-Konstrukte im
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Abbildung 4.13: Immunfa¨rbung der Gesamtzelllysate verschiedener Ansa¨tze zur
Oberfla¨chenpra¨sentation
Bei den mithilfe des Plasmids pOmpU3 in E. coli TOP10-Zellen produzierten Antigenen
handelt es sich um Doma¨nen von BMX mit dem erwarteten Molekulargewicht von 23 kDa,
von CHIN mit 29 kDa, von PTK6 mit 24 kDa, von SH21A mit 22 kDa und von TENS2
mit 25 kDa. Der Nachweis erfolgte u¨ber den universellen myc-Tag (A) oder u¨ber einen
Antigen-spezifischen Anitko¨rper (B).
4.3.3 Außenmembranisolation
Um die Lokalisierung der Fusionproteine zu u¨berpru¨fen, wurden die einzelnen Kom-
partimente der Bakterienzelle voneinander getrennt und die Außenmembranpro-
teine nach einem modifizierten Protokoll von Hantke [Hantke, 1981] angereichert.
Zusa¨tzlich wurde die Pra¨sentation auf der Oberfla¨che durch die Zuga¨nglichkeit fu¨r
extrazellula¨re Proteasen bestimmt. Die Proteasen Trypsin und Proteinase K sind
zum Beispiel zu groß, um u¨ber die a¨ußere Membran in das Periplasma von E. coli
zu gelangen. Auf diese Weise ko¨nnen nur Proteine verdaut werden, die sich an der
Zelloberfla¨che befinden.
Zu je einem Ansatz wurden Proteinase K und Trypsin gegeben, ein Ansatz wurde
nicht mit Proteasen behandelt. Von den so behandelten Zellen wurde ein Außen-
membranisolat hergestellt, das unter reduzierenden Bedingungen per SDS-PAGE
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Abbildung 4.14: Coomassie-Fa¨rbung/Immunfa¨rbung der E. coli -
Außenmembranisolate
Die Doma¨nen der Antigene BMX, PTK6, SH21 und TENS1 wurden mithilfe des Plas-
mids pOmpU3 in E. coli TOP10 Zellen produziert. Aus den Kulturen wurden 2 Stunden
nach Induktion mit 50 µM IPTG entweder ohne Proteasebehandlung Außenmembranisola-
te (AI) hergestellt, oder vor der Außenmembranisolation Proteinase K (P) bzw. Trypsin
(T) hinzugegeben. Im Coomassie-gefa¨rbten SDS-PAA-Gel (A) sind alle Proteine der Au-
ßenmembranisolate angefa¨rbt, wa¨hrend in der Immunfa¨rbung (B) die Antigene u¨ber den
myc-Tag nachgewiesen wurden. Die fehlende Bande nach Trypsinbehandung ist mit einem
Pfeil markiert.
Die Immunfa¨rbung der Außenmembranisolate besta¨tigt die Pra¨sentation von BMX
auf der Außenmembran von E. coli. Da im Außenmembranisolat das Antigen de-
tektierbar ist, im zuvor mit Protease behandeltem Außenmembranisolat dagegen
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nicht, kann man auf die Antigenpra¨sentation auf der Außenseite der Außenmembran
schließen. Wa¨hrend das Ergebnis fu¨r Proteinase K keine eindeutige Aussage u¨ber die
Orientierung zula¨sst, da nur eine schwache Reduktion der Bandenintensita¨t auftritt,
kann nach Verdau mit Trypsin kein Antigen mehr nachgewiesen werden. Dies ist ein
indirekter Nachweis fu¨r die Pra¨sentation von BMX auf der Oberfla¨che von E. coli.
4.3.4 Anwendung des Oberfla¨chendisplays
Neben der Anwendung des Oberfla¨chendisplays als Ersatz fu¨r gereinigte rekombinant
hergestellte Antigene, ero¨ffnet es auch die Mo¨glichkeit einer neuen Panningmetho-
de, die auf der Kombination der genetischen Information des Antigens und der des
scFv-Antiko¨rpers basiert. Im Phagen-Panning werden E. coli - Sta¨mme eingesetzt,
die F-Pili ausbilden. Die vom immobilisierten Antigen eluierten Phagen mit der ge-
netischen Information fu¨r einen scFv ko¨nnen diese Zellen infizieren. Dafu¨r bindet der
Phage an den F-Pilus und wird mit diesem in die a¨ußere Zellmembran gezogen, wo
die genetische Information des Phagen in die Zelle transferiert wird. Die E. coli -Zelle
verfu¨gt dann u¨ber die genetische Information des scFvs. Dabei erfolgt die Infektion
ungerichtet, d.h. der eluierte Phagen infiziert keine spezifische Zelle. Dies ko¨nnte
sich durch den Einsatz von E. coli -Zellen a¨ndern, auf deren Oberfla¨che ein Antigen
pra¨sentiert wird. Es wurde deswegen untersucht, wie sich das Oberfla¨chendisplay auf
die Infektion durch Phagen auswirkt.
Fu¨r die Infektionstests wurden zwei E. coli -Sta¨mme eingesetzt, die sich nur in ihrer
Fa¨higkeit, F-Pili auszubilden unterscheiden: TOP10 und TOP10F‘. Beide Sta¨mme
wurden sowohl mit dem Konstrukt pOmpU3-BMX als auch pOmpU3-CHIN kulti-
viert. Nach U¨berpru¨fung der Antigenpra¨sentation wurden die Zellen mit den anti-
BMX-spezifischen scFv-Phagen oder anti-MUC1-spezifischen scFv-Phagen als Kon-
trolle inkubiert (siehe Tabelle 4.7).
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Tabelle 4.7: Phageninfektion von Antigen-pra¨sentierenden E. coli









Nach Waschen des Zellpellets wurden die Zellen ausplattiert. Da sowohl das Ober-
fla¨chendisplay-Plasmid als auch das Phagendisplay-Plasmid eine Ampicillinresistenz
tragen, kann die Infektion nicht durch antibiotische Selektion detektiert werden. Von
100 Kolonien pro Ansatz wurde aus diesem Grund die genetische Information per
PCR bestimmt. Bei Zellen ohne F-Pilus konnte konnten keine mit dem Phagemid
infizierten Zellen nachgewiesen werden, Zellen mit F-Pilus dagegen wurden von den


























Abbildung 4.15: Infektion oberfla¨chenpra¨sentierender E. coli -Zellen
Die Zahl infizierter E. coli -Zellen mit (TOP10 F’) und ohne F-Pilus (TOP10) durch spe-
zifische und unspezifische scFv-Phagen wurde durch Kolonie-PCR bestimmt. Dabei wur-
den spezifische Oligonukleotide eingesetzt, die die Unterscheidung von Phagemid und Ober-
fla¨chendisplay-Plasmid ermo¨glichen.
Die Infektion durch Bindung des spezifischen α-BMX-scFv-Antiko¨rper an das BMX
auf der Oberfla¨che fu¨hrt folglich nicht zu einer Infektion der Zellen u¨ber bloße lokale
Na¨he. Zellen mit F-Pilus dagegen wurden von den scFv-Phagen infiziert. Dabei ist
die Infektionsrate deutlich geringer, wenn es bei der Inkubation zu einer spezifischen
Antigen-Antiko¨rper-Wechselwirkung an der Zelloberfla¨che kommt wie bei der Kom-




Die schnelle und zuverla¨ssige Generierung von spezifischen Antiko¨rpern zum Zwe-
cke der Forschung, der Diagnostik oder der Therapie ist von besonderer Bedeu-
tung. Auch fu¨r die Erforschung des Proteoms, der Gesamtheit aller Proteine eines
Organismus, sind spezifische Antiko¨rper unabdingbar. Nach Jahrzehnten der Anti-
ko¨rperproduktion durch Immunisierung und Hybridomtechnologie, hat sich fu¨r die
Herausforderungen der Zukunft die in vitro Selektion durch das sogenannte Panning
seit den 1990er Jahren etabliert. Zwar stammt die Mehrheit der bereits zugelassenen
oder in der klinischen Phase befindlichen monoklonalen Antiko¨rper aus der Hybri-
domtechnologie, doch ist es dafu¨r notwendig, die Antiko¨rper zu chimerisierien, zu
humanisieren oder Ma¨use mit humanem Immunsystem zu nutzen. Damit wird eine
Immunantwort des menschlichen Ko¨rpers gegen die generierten Antiko¨rper verhin-
dert [Hwang & Foote, 2005].
Die Phagendisplay-Technologie ermo¨glicht dagegen durch Panning in vitro die Se-
lektion vollsta¨ndig humaner Antiko¨rper. Der Verzicht auf Tierexperimente und die
Mo¨glichkeit, Antiko¨rper gegen Toxine und Pathogene zu generieren sind weitere
Vorteile dieser Methode. Auch ko¨nnen mittels Phagendisplay Affinita¨tsreifung und
Stabilita¨tsreifung von Antiko¨rpern durchgefu¨hrt [Thie et al., 2011] und die Bedin-
gungen in vitro auf die gewu¨nschten Antiko¨rpereigenschaften eingestellt werden, zum
Beispiel Bindung unter definierten pH-Werten und Temperaturen. Dabei ist fu¨r den
Panningprozess in der Regel eine Woche von der ersten Panningrunde bis zum mo-
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noklonalen Screening ausreichend. In vitro-Verfahren sind deswegen die bevorzugte
Lo¨sung fu¨r die Generierung von Antiko¨rpern im Hochdurchsatz [Du¨bel et al., 2010].
Die limitierenden Faktoren bei allen Methoden zur Antiko¨rpergenerierung sind be-
sonders die Antigenverfu¨gbarkeit und der hohe manuelle Aufwand beim Isolieren
monoklonaler Antiko¨rper.
5.2 Antigenproduktion
Die Produktion rekombinanter Antigene fu¨r die Selektion von Antiko¨rpern ist auf-
wa¨ndig. Auch wenn eine Produktion in prokaryotischen Systemen mo¨glich ist, mu¨ssen
die Antigene danach zuna¨chst gereinigt werden. Eine besondere Herausforderung bei
der Produktion von Antigenen im Hochdurchsatz ist ihre Heterogenita¨t. Wa¨hrend
scFvs fu¨r die Herstellung einer scFv-Phagenbibliothek stets eine bestimmte Struk-
tur, Faltung und Gro¨ße haben, sind Antigene sehr divers, sodass die Generierung
einer Antigenbibliothek komplizierter ist.
Auch werden in Prokaryoten wie E. coli post-translationale Modifikationen nicht
durchgefu¨hrt. Es muss deswegen abgescha¨tzt werden, ob auch eine unnatu¨rliche
Konformation fu¨r die Selektion des Antiko¨rpers ausreichend ist. Wenn die Antigene
nicht in der erforderlichen Qualita¨t und Menge in E. coli exprimiert werden ko¨nnen,
mu¨ssen entweder relevante Doma¨nen identifiziert und kloniert oder das Produkti-
onssystem gewechselt werden.
Die Alternative zu prokaryotischen Expressionssystemen stellen vor allem eukaryo-
tische Zelllinien dar wie menschliche embryonale Nierenzellen (human embryonic
kidney cells, HEK) oder Ovarienzellen des chinesischen Hamsters (chinese hamster
ovary cells, CHO). Diese erho¨hen allerdings auch die Anforderungen an Ausstattung,
Wissen und die Kosten, da Kultivierung und Produktion ho¨here Anforderungen
an Medienkomposition und Umgebungsparamter erfordern. Vorteile sind die post-
translationalen Modifikationen wie die Vera¨nderung der Faltung durch Chaperone,
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N-Glykosylierung der Proteine im endoplasmatischen Retikulum, O-Glykosylierung
im Golgi-Apparat und Phosphorylierungen durch Proteinkinasen. Ist die korrekte
Faltung des Proteins allerdings nicht mo¨glich, wird wird das Protein durch die zel-
leigene Qualita¨tskontrolle an den Lysinen ubiquitinyliert [Hershko & Ciechanover,
1998] und durch das Proteasom abgebaut [Coux et al., 1996].
Ein weiteres Problem bei der Antigenproduktion in vivo kann die Toxizita¨t des An-
tigens darstellen. Neben der Reduktion eines Gesamtproteins auf eine nicht-toxische
Doma¨ne besteht die Mo¨glichkeit, auf in vitro-Expressionssysteme zuru¨ckzugreifen.
Eine signifikante Miniaturisierung und Parallelisierung in der Antigenproduktion
durch den Einsatz zellfreier Expressionssysteme konnte so bereits bei der Transla-
tion von u¨ber 13.000 humanen Transkripten gezeigt werden [Goshima et al., 2008].
Auch die chemische Synthese von Peptiden kann zur Produktion in vitro eingesetzt
werden. Wa¨hrend die Kosten zur Zeit bei ca. 2,50 Euro pro Aminosa¨ure bei Pepti-
den bis 200 Aminosa¨uren liegen, wird diese Technologie in Zukunft als Alternative
sogar fu¨r Proteine im Hochdurchsatz zu moderaten Kosten zur Verfu¨gung stehen.
5.3 Einfluss der Antigenimmobilisierung auf das Panning
Einen starken Einfluss auf die Selektion hat die Art der Immobilisierung des An-
tigens, indem bestimmte Epitope unterschiedlich zuga¨nglich oder u¨berhaupt vor-
handen sind. Bei der Immobilisierung von Antigenen werden drei Bindungsarten
unterschieden: die physikalische Bindung, die kovalente Bindung und die Bindung
u¨ber Bioaffinita¨t [Rusmini et al., 2007].
Bei der Immobilisierung durch physikalische Kra¨fte findet eine unspezifische Adsorp-
tion an der Oberfla¨che statt, sodass die Antigene in unterschiedlichen Orientierungen
gebunden und zum Teil denaturiert werden. Zum Beispiel werden bei Polystyro-
loberfla¨chen Proteine nur aufgrund der hydrophoben Interaktionen an der Platte
adsorbiert [Pyun et al., 1997]. In diesem Fall werden Binder gegen diskontinuierli-
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che Epitope vermehrt angereichert, da die Antigene nicht mehr in ihrer natu¨rlichen
Faltung vorliegen. Auch durch die Wahl des Bindepuffers kann der Grad der De-
naturierung beeinflusst werden, sodass die Bindung des Proteins an die Oberfla¨che
entsprechend der Anforderungen gea¨ndert werden kann.
Bei der kovalenten Bindung reagieren frei zuga¨ngliche funktionelle Gruppen ex-
poniert liegender Aminosa¨uren mit speziell modifizierten Oberfla¨chen. Es ist eine
Vielzahl kovalenter Reaktionsmechanismen beschrieben, mit denen sich die Protei-
ne meist ungerichtet immobilisieren lassen, wie zum Beispiel die Bindung u¨ber die
Thiolgruppe von Cysteinen [Rusmini et al., 2007] oder u¨ber Epoxygruppen [Olle
et al., 2005].
Wenn mo¨glichst viele Binder gegen kontinuierliche Epitope angereichert werden sol-
len, ko¨nnen spezifische Wechselwirkungen biologischer Moleku¨le ausgenutzt werden,
die zu sehr hohen Adsorptionskonstanten fu¨hren. Aufgrund der hohen Spezifita¨t er-
laubt diese Strategie die Bindung in gezielter Orientierung und in der natu¨rlichen
Konformation [Schetters, 1999].
In dieser Arbeit wurden bei der Generierung von Antiko¨rper gegen das Model-
lantigen BMX zuna¨chst klassische Panningstrategien eingesetzt. Dabei wurden die
Antigene auf 96-Well Mikrotiterplatten mit hoher Proteinbindekapazita¨t immobi-
lisiert und aus einer scFv-Phagenbibliothek spezifische Antiko¨rper selektiert. Die
Immobilisierung erfolgte entweder u¨ber direkte Kopplung an eine Polystyrolober-
fla¨che oder durch Einsatz der biotinylierten Antigenvariante auf einer Streptavidin-
beschichteten Oberfla¨che. Es konnte gezeigt werden, dass mit beiden Immoblisie-
rungsmethoden spezifische Binder selektiert werden. Dass einige Binder mehrfach
selektiert wurden, kann auf eine gute Produzierbarkeit der Antiko¨rper, eine hohe
Affinita¨t zum Epitop oder eine gute Zuga¨nglichkeit des Epitops schließen lassen.
Dies ist im Konsens mit zahlreichen Publikationen, die die erfolgreiche Selektion
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von Antiko¨rpern mit beiden verwendeten Immobilisierungsmethoden beschreiben
[Mersmann et al., 2010, Frenzel et al., 2014].
5.4 Einfluss der Antigenmenge auf das Panning
Beim Panning werden die Zielantigene meist auf Mikrotiterplatten immobilisiert.
Mo¨glich ist aber auch die Immobilisierung auf magnetischen Partikeln, in Immu-
noro¨hrchen oder das Panning in Lo¨sung. Im durchgefu¨hrten Panningverfahren wer-
den große Mengen Antigen (1-10 µg) zur Immobilisierung eingesetzt. Der Einsatz
des Antigens im U¨berschuss soll dabei Einflu¨sse von unterschiedlichem Immobili-
sierungsverhalten minimieren und das Antigen auf einer mo¨glichst großen Fla¨che
pra¨sentieren. Die Immobilisierungsfla¨che und damit Bindekapazita¨t von Mikrotiter-
plattenwell und Mikrotiterplattenpin ist mit 93 mm2 bzw. 95 mm2 vergleichbar. Mit
beiden Methoden konnten spezifische Antiko¨rper generiert werden.
Die Ha¨ufigkeit, mit der scFvs aus einer Bibliothek isoliert werden, wird dabei durch
mehrere Faktoren beeinflusst. So fu¨hrt eine gute Produzierbarkeit der scFv-pIII-
Fusion und geringe Toxizita¨t fu¨r die E. coli -Zellen zu einer versta¨rkten Anreicherung
des scFv-Phagen in den Selektionsrunden. Auch eine hohe Affinita¨t des scFvs zum
Zielantigen erho¨ht die Wahrscheinlichkeit der Selektion, besonders in der zweiten
und dritten Runde durch das monovalente Display der scFvs auf Phagen. Im Ge-
gensatz dazu spielen bei der ersten Panningrunde die Avidita¨tseffekte eine sta¨rkere
Rolle, da bis zu fu¨nf scFvs auf einem Phagen pra¨sentiert werden ko¨nnen. Ein weite-
rer Effekt, der die Identifikation eines Binders beeinflusst, ist die Produzierbarkeit
des scFvs als lo¨sliches Protein, das im Screening-ELISA eingesetzt wird. So wurde
bereits beschrieben, dass Lambda-Klone bei der Produktion in E. coli besser ex-
primiert werden als Kappa-Klone und letztere deswegen seltener selektiert werden
[Kloset et al., 2005].
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Ausschlaggebend fu¨r die Nutzung der Pin-Mikrotiterplatte ist aber die Inkubations-
mo¨glichkeit von 96 verschiedenen Antigenen in einem Ansatz. Dafu¨r werden die
Pins in eine gemeinsame Inkubationsschale getaucht, in der sich die scFv-Phagen-
bibliothek befindet. Dies fu¨hrt nicht nur zu einem geringeren Verbrauch an scFv-
Phagenbibliothek, sondern kann auch zu einer besseren Selektion von Bindern fu¨hren.
Bei 96 verschiedenen Antigenen wird die Bibliothek um das 96-fache im Vergleich
zum einzelnen Well einer Mikrotiterplatte abgereichert. Dies beruht auf der paral-
lelen Inkubation der scFv-Phagenbibliothek mit allen Antigenen, sodass die jeweils
fu¨r ein Antigen spezifischen scFv-Phagen nicht mehr als wenig oder unspezifische
Binder fu¨r andere Antigene zur Verfu¨gung stehen. Zudem ist die Mikrofluidik in
einem großen Volumen besser als in dem kleinen Volumen eines Wells. Durch beide
angefu¨hrten Parameter ko¨nnen so die unspezifischen Reaktionen und Kreuzreakti-
vita¨ten reduziert werden.
Nachdem gezeigt werden konnte, dass aus der scFv-Phagenbibliothek gegen die Mo-
dellantigene spezifische Antiko¨rper selektiert werden ko¨nnen, wurde die Minimali-
sierung der zum Panning beno¨tigten Antigenmenge analysiert. Dies wurde zuna¨chst
in dem erprobten System der Mikrotiterplatte durchgefu¨hrt, indem mit dem manu-
ellen Microarray-Spotter unterschiedlich viele Spots in ein Well gedruckt wurden.
Es konnte gezeigt werden, dass fu¨r das Modellantigen eine Anreicherung spezifischer
scFv-Phagen bis zu einer Spotzahl von 8 mo¨glich ist, wohingegen weniger Spots
zu keinen Bindern fu¨hrten. Dies verdeutlicht den Grenzbereich bei der Nutzung
von Wells im Mikrotiterplattenformat. Ausgehend von diesem Ergebnis wurde der
Transfer auf Epoxysilan-beschichtete Objekttra¨ger in Form von Protein-Microarrays
getestet. Diese Oberfla¨che wurde gewa¨hlt, da sie das Antigen kovalent durch eine
Epoxybindung immobilisiert und bereits erfolgreich fu¨r Kreuzreaktivita¨tstests mit




Auch in den Experimenten zur Antigenimmobilisierung fu¨r ein Panning konnte die
Bindung nachgewiesen werden. Dazu wurde das immobilisierte Antigen mit spezi-
fischen Prima¨rantiko¨rpern und Fluoreszenz-markierten Sekunda¨rantiko¨rpern inku-
biert und im Microarray-Reader detektiert. Bei den Experimenten mit scFv-Phagen
wurde allerdings deutlich, dass unspezifische Bindungen an die Glasoberfla¨che auch
durch verschiedene Blockingreagenzien nicht ausreichend reduziert wurden. Es zeigte
sich, dass sowohl beim Drucken auf den Epoxysilan-beschichteten Objekttra¨gern als
auch beim fla¨chigen Immobilisieren mit großen Mengen des Antigens keine spezifi-
schen Binder selektiert werden konnten. Dies fu¨hrt zu dem Schluss, dass Epoxysilan-
beschichtete Microarrays mit den getesteten Blockingreagenzien Milchpulver und
Ethanolamin nicht im Panning eingesetzt werden ko¨nnen.
Als Alternativen bieten sich Glastra¨ger mit anderen modifizierten Oberfla¨chen an,
deren Absa¨ttigung effizienter durchgefu¨hrt werden kann und so das unspezifische
Binden von scFv-Antiko¨rpern verhindert. Bereits erfolgreich in der Immobilisie-
rung eingesetzte Glastra¨ger sind zahlreich publiziert. Fu¨r die Immobilisierung mit
zufa¨lliger Orientierung bieten sich Aldehydoberfla¨chen [Kusnezow et al., 2003], Ni-
trozellulose oder poly-L-Lysin [Angenendt et al., 2002] an. Soll dagegen die Orientie-
rung des immobilisierten Proteins gerichtet sein, ko¨nnen zum Beispiel auch Nickel-
[Zhu et al., 2000] oder Streptavidin-beschichtete Glastra¨ger [Lesaicherre et al., 2002]
eingesetzt werden. Dass in der Literatur bisher keine Experimente von Protein-
Microarrays in der Kombination mit Phagen zu finden sind, kann ein Hinweis auf
die Komplexita¨t dieses Themas sein, da Protein-Microarrays in vielen anderen Be-
reichen bereits erfolgreich angewendet werden.
5.5 Charakterisierung von Antiko¨rpern
Die im Panning auf Mikrotiterplatten und Pin-Mikrotiterplatten generierten scFv-
Binder wurden fu¨r weitere Analysen in das bivalente IgG-a¨hnliche Format eines scFv-
Fc-Antiko¨rpers u¨berfu¨hrt. Von besonderer Bedeutung ist dabei die Spezifita¨t der ge-
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nerierten Binder. Neben dem Bindungsverhalten auf rekombinantem Antigen in Im-
munfa¨rbung und ELISA gilt der Kreuzreaktivita¨t mit anderen Proteinen besondere
Beachtung. So muss fu¨r den Einsatz der Antiko¨rper auf oberfla¨chenpra¨sentierenden
E. coli -Zellen sichergestellt sein, dass keine Kreuzreaktivita¨t mit oder unspezifi-
sche Bindung an zelleigenen Proteinen auftritt. Ha¨ufig ist die Ursache bei unspezi-
fischer Bindung eine Di- oder Multimerisierung der scFv-Fc-Antiko¨rper, was durch
Gro¨ßenausschlusschromatographie analysiert wurde. Die starke Wechselwirkung des
scFv-Fc-Antiko¨rpers AKS50-D9 mit E. coli -Proteinen ist dabei aber wahrscheinlich
nicht auf dessen vergleichsweise schwache Bildung von Dimeren zuru¨ckzufu¨hren, son-
dern auf die schwache Affinita¨t zum Antigen. Dies wird auch durch die Ergebnisse
des Titrations-ELISAs gestu¨tzt, in denen das Monomer gegenu¨ber dem Gemisch
deutlich an Affinita¨t verliert. Von 14 Bindern waren letztlich 11 fu¨r die Arbeit mit
oberfla¨chenpra¨sentierenden E. coli -Zellen geeignet. Um die Selektion von Bindern
ohne Wechselwirkungen mit einem bestimmten E. coli -Stamm zu forcieren, kann
auch eine Pra¨adsorption der scFv-Phagenbibliothek und der amplifizierten scFv-
Phagen nach jeder Panningrunde durchgefu¨hrt werden. Auf diese Weise erfolgt eine
sukzessive Abreicherung der unerwu¨nschten Phagen.
5.6 Oberfla¨chenpra¨sentation von Antigenen auf E. coli
Wa¨hrend das Phagendisplay fu¨r die Generierung von Antiko¨rpern seit langem eta-
bliert ist, werden die dabei beno¨tigten Antigene zumeist rekombinant in E. coli
hergestellt und u¨ber Tags gereinigt. Dabei bieten sich auch hier das Display auf
Phagen, Ribosomen- [Hanes & Plu¨ckthun, 1997], mRNA- [Seelig, 2011], Hefe- [Cho
et al., 2009] oder Prokaryoten [Rutherford & Mourez, 2006] an. So wurde das Dis-
play von Peptiden bereits auf mehreren Strukturen auf der Außenseite von E. coli
gezeigt, zum Beispiel auf dem F-Pilus [Rondot et al., 1998], auf Fimbrien [Pallesen
et al., 1995], sowie mithilfe des AIDA-Autodisplay-Systems [Maurer et al., 1997] und
anderer Außenmembranproteine [Patel et al., 2001].
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Der Vorteil aller Arten von Oberfla¨chenpra¨sentation ist die Kopplung von Genotyp
und Pha¨notyp, die die Analyse der spezifischen Wechselwirkungen zwischen Antigen
und Antiko¨rper in vivo und auch in vitro ermo¨glicht. Aufgrund der Robustheit und
Einfachheit von E. coli -Kultivierungen, sowie vielversprechenden Ergebnissen mit
einer Vielzahl von Proteinen, wurde das Oberfla¨chendisplay auf E. coli -Zellen fu¨r
die Generierung im Hochdurchsatz gewa¨hlt.
Hierfu¨r wurde das Plasmid pOmpU3 konstruiert, das fu¨r ein artifizielles Fusions-
protein kodiert - bestehend aus einem Signalpeptid, dem Zielantigen, Linkerregio-
nen und dem β-Fass, das die a¨ußere Membran der Zelle durchspannt. Die Ober-
fla¨chenexpression wurde mit einem Proteaseverdau und anschließender Auftrennung
der Außenmembranproteine mittels SDS-PAGE nachgewiesen und auch fu¨r fu¨nf wei-
teren Testantigene gezeigt werden.
Limitierungen des Oberfla¨chendisplays auf E. coli -Zellen stellen dabei das bereits
beschriebene Fehlen post-translationaler Modifikationen und die begrenzte Antigen-
gro¨ße dar. Um Antigene fu¨r das Panning im Hochdurchsatzverfahren zur Verfu¨gungs
zu stellen, ist diese Methode jedoch durchaus geeignet, da es nicht notwendig ist,
komplette Proteine einzusetzen, sondern auch eine Kombination mehrerer Doma¨nen
mo¨glich ist. So kann das Plasmid pOmpU3 zum Oberfla¨chendisplay um eine Gateway-
kompatible Gensequenz erweitert fu¨r die Generierung einer Antigenbibliothek wer-
den, um cDNA zum Beispiel aus der hORFeome-Bibliothek im Hochdurchsatz zu
klonieren.
Die in der hORFeome-Bank hinterlegten cDNA-Sequenzen basieren auf Sequenzen
der Mammalian Gene Collection [Gerhard et al., 2004]. Die cDNA-Sequenzen die-
ser Datenbank wurden rechnergestu¨tzt ausgewertet und die open reading frames
(ORFs) einzelner Gene identifiziert. Dabei wurden Isoformen und Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP, single nucleotide polymorphism) als einzelne unterschiedli-
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che Klone beru¨cksichtigt [Lamesch et al., 2007]. Zusa¨tzlich zu den DNA-Sequenzen
wurden auch die Proteinsequenzen in der Datenbank hinterlegt, sodass eine Iden-
tifizierung relevanter Doma¨nen leicht mo¨glich ist. In Zeiten kostengu¨nstiger DNA-
Sequenzierung stehen viele weitere ORF-Bibliotheken verschiedener Organismen zur
Verfu¨gung, deren Einsatz im Panning vorstellbar ist. Die cDNA-Sequenzen liegen
ha¨ufig in Gateway-kompatiblen Vektoren vor und ko¨nnen auf diese Weise schnell
und effizient in den Oberfla¨chendisplay-Vektor pOmpU3 kloniert werden.
5.7 Alternative Panningstrategien mit
oberfla¨chenpra¨sentierenden Zellen
Fu¨r das Panning mit oberfla¨chenpra¨sentierenden E. coli -Zellen als Antigentra¨ger
bieten sich besonders zwei Optionen: entweder werden die Zellen direkt in Mikro-
titerplatten immobilisiert [Petermann et al., 2010] oder ein zellbasiertes Panning
in Lo¨sung [Giordano et al., 2001] durchgefu¨hrt. Bei der direkten Immobilisierung
der Zellen an Mikrotiterplatten entstehen durch die große Oberfla¨che der Zellen ei-
ne starke Bindung. Hauptbestandteil der a¨ußeren Zellmembran von E. coli -Zellen
sind Lipopolysaccharide (LPS). Das LPS-Moleku¨l besteht aus drei Teilen: dem lipo-
philen Lipid A, der Kernregion (Oligosaccharid) und der O-spezifischen Seitenkette
(Polysaccharid). Aus diesem Grund sollten Mikrotiterplatten verwendet werden, die
sowohl lipophile wie auch hydrophile Strukturen binden ko¨nnen [Petermann et al.,
2010]. Die Konformation des Antigens wird hierbei nicht vera¨ndert wie bei der kova-
lenten Bindung. Ein Vorteil ist dabei die hohe Antigenmenge auf der Zelloberfla¨che,
die bis zu 5 % der Gesamtzellproteine ausmachen kann [Maurer et al., 1997]. Somit
ko¨nnen mehr als 105 Antigenmoleku¨le pro Zelle fu¨r das Panning zur Verfu¨gung ste-
hen, ohne dass die Viabilita¨t oder Integrita¨t beeinflusst werden [Jose et al., 2005].
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Beim zellbasierten Panning in Lo¨sung werden die Zellen nach Inkubation mit der
scFv-Phagenbibliothek durch eine organische Phase zentrifugiert. Unspezifische scFv-
Phagen, die zumeist durch hydrophobe Wechselwirkungen mit den Zellen interagie-
ren, werden dabei in der organischen Phase abgereichert. Das Zellpellet wird mit
flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und zu infizierbaren E. coli -Zellen gegeben, um
die scFv-Phagen fu¨r die na¨chste Panningrunde zu amplifizieren. Der manuelle Auf-
wand hindert dabei den Einsatz dieser Methode im Hochdurchsatz.
In beiden Fa¨llen muss eine mehrmalige Pra¨adsorption der scFv-Phagenbibliothek
auf den eingesetzten E. coli -Sta¨mmen durchgefu¨hrt werden, um unspezifische Bin-
dungen an zelleigene Proteine und damit Kreuzreaktionen zu reduzieren. Der Vorteil
beider Methoden ist, dass keine aufwendige Reinigung der Antigene notwendig ist.
Des weiteren kann die Expression den Antigens auf der Zelloberfla¨che durch zytome-
trische Analysen schnell und in time quantifiziert werden. Der limitierende Faktor
bei beiden Methoden ist allerdings das Anziehen von Einzelkolonien fu¨r die Analyse
im Screening-ELISA. Nach der zweiten bzw. dritten Panningrunde sind spezifisch
bindende scFv-Phagen zwar angereichert, trotzdem ist das manuelle Auswa¨hlen und
Anziehen von Einzelkolonien no¨tig, um monospezifische Analysen durchfu¨hren zu
ko¨nnen.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte zudem die Hypothese widerlegt werden, dass
E. coli -Zellen, die das Antigen an der Oberfla¨che pra¨sentieren, durch eine spezi-
fischen scFv-Phagen-Bindung auch ohne das Vorhandensein eines F-Pilus infiziert
werden. Statt einer Infektion durch o¨rtliche Na¨he konnte im Gegenteil gezeigt wer-
den, dass bei Inkubation mit spezifischen scFv-Phagen die unspezifische Infektions-
rate abnimmt. Dies ko¨nnte darauf zuru¨ckzufu¨hren sein, dass die spezifischen scFv-
Phagen an dem Antigen an der Oberfla¨che gebunden bleiben und nicht fu¨r die In-
fektion zur Verfu¨gung stehen. Trotzdem ist diese Erkenntnis von großer Bedeutung,
da auf der nachgewiesenen Antigen-Antiko¨rper-Bindung zwischen E. coli -Zelle und
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scFv-Phage neue Strategien entwickelt werden ko¨nnen.
Als neue Panningstrategie soll aufgrund dieser Limitierung mithilfe des entwickel-
ten Oberfla¨chendisplays und den bereits erfolgreich eingesetzten scFv-Phagenbiblio-
theken eine neue Idee verfolgt werden. Dabei soll nicht gegen ein gezielt gewa¨hltes
Antigen selektiert werden, sondern beide Bibliotheken in Lo¨sung interagieren. In
der Literatur wurden bereits viele Ansa¨tze zur Erforschung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen mittels Phagen- und Bakteriendisplay erwa¨hnt. Wegweisend fu¨r
den im Folgenden diskutierten Ansatz ist die Publikation von [Benhar et al., 2000],
in der gezeigt wurde, dass scFv-Phagen spezifisch an Oberfla¨chen-pra¨sentierte An-
tigene auf E. coli -Zellen gebunden haben. Es handelt sich bei den Zellen um Tra¨ger
des F-Episoms, das aber durch Kultivierung bei niedriger Temperatur nicht zur Pi-
lusbildung fu¨hrt. Erst nach Inkubation mit den scFv-Phagen wurde die Temperatur
der Kultur erho¨ht, um die Infektion zu ermo¨glichen. Dabei wurde beobachtet, dass
die jeweilige Zellen zwar von einem scFv-Phagen infiziert wurden, nicht aber von
jenem, der spezifisch an die Oberfla¨che gebunden war.
Ausgehend von diesem Ergebnis ist ein neuer Ansatz denkbar, der auf dem gleichen
Prinzip beruht, aber vor Erho¨hung der Temperatur zur Bildung der Pili eine Verein-
zelung der Zellen mit den daran gebundenen scFv-Phagen auf Agarplatten vorsieht.
Auf diese Weise soll verhindert werden, dass eine Zelle von einem anderen als dem
daran gebundenen scFv-Phagen infiziert wird. Eine Voraussetzung fu¨r die Umset-
zung ist die Konstruktion von Vektoren mit kompatiblen Replikationsurspru¨ngen
[Nordstro¨m & Austin, 1989], um die gleichzeitige Erhaltung der genetischen Infor-
mation von scFv und Antigen innerhalb einer Zelle sicherzustellen. Ist es mo¨glich,
diese Methode zu realisieren, ko¨nnte sich die Proteomforschung einen entscheiden-
den Schritt weiterentwickeln und einen wichtigen Beitrag zu Grundlagenforschung,
Diagnostik und Therapie leisten.
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6 Fazit
Im Rahmen dieser Arbeit wurden grundlegende Erkenntnisse zur Antigenimmobi-
lisierung auf Microarrays und zur Generierung oberfla¨chenpra¨sentierenden E. coli -
Zellen erlangt. Diese ko¨nnen in Zukunft fu¨r die Entwicklung weiterer Antiko¨rper-
selektionsstrategien eingesetzt werden. Vielversprechende Mo¨glichkeiten fu¨r die Ge-
nerierung von Antiko¨rpern im Hochdurchsatz sind dabei die Miniaturisierung durch
den Einsatz von minimalen Antigenmengen in Mikrotiterplatten, zellbasiertes Pan-
ning und im besonderen die Selektion von Antiko¨rpern gegen ganze Antigenbiblio-
theken. Diese neue Antiko¨rperselektionsstrategie vermeidet die im Panning auf im-
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